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i\·!aintenan t e t pour fini r Ue sa is, c ' es t lo ng 1) je vo udrais faire une secti on part icu li èr e po ur vous . Ce ux 
sans qui Je n ' aurai jam ais eu la fo rce de trave rser les m om e nts difficiles pendant ces tro is de rni eres ann ées 
et m êm e bi en a\·ant ça. Vous êtes un tou t po ur m oi ... 1\ lê me si, po ur la pl upart , je vis lo in de \·ous depu is 
que lques années , je ne peux pas m e passe r de vo us ! Vous êtes ce qu e j' a i de p lus che r au mo nde . 
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m e rend t rès fi er de to i. T u es la pe rsonne qui est capabl e de m e do nner les p lus grands fous r ires au 
mo nde e t 1e t' en rem ercie énor mé m ent! Mêm e si parfois e ll es m e r endent dingues , je ne pour rai pas me 
pa sser de t es trouva illes li ngui st iques (<< Beufed >> en t ête !) et ·t es cr ises fr énét iq ues de chant /\'\ Merci 
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Gi ll , Gan -Gu ilz, le phéno m ène totalem ent d ingue (« ce m ec est fou! ») m ais te ll em en t géni al qu e 
j ' ai re ncontré entre d eux Gi ants « dans le bii in 1 ». 1\·le rci po ur to n sout ien surto ut da'ns .l es de r n ie rs 
m o m ents, les p lus d iffi cil es. T ous t es appe ls et. su1·to"u t les milli e rs de Si\ !S m 'o nt fait énorrrH:. m ent de 
b ien du ran! ces dern iers mois 1 t\lain te nant , j'a ttends avec impati ence no tre p rochaine« ssem ou >> , un 
bon PFK rouba isien , kiff-e r te r endre fo u sur d u zou k love ct to i m e re nd n· la pare ill e avec une sess io n 
orale d 'o utre- Rhin ;-) 
Guil laum e (W ilhe lm ou W illi am ), on se connait dé jà depui s p lus de la m oiti é de nos vies . O n en 
a trave rsé des m om ents fut il es m ais auss i beaucoup mo ins fu ti les e nse mb le. Nous avons assez d e so uvenirs 
par tagés pour un e \·ie mais j ' espè re en avo ir enco re pou r les m ill es prochaines. C' es t toujours si bon de 
t' avo ir au té léphone (m erc i de m 'avo ir aidé à re i<Jt ivistr plus d ' un e fo is) e t surtout de r entr er pour passer 
une so irée à la maison m ère (<< Lamahacléout sh va in cra >>) ! O n n enfin po uvo ir o rga ni se r la << so iree 
EscaOow ne >>e t se faire un pet it festoche 1 :) :p ;) Et Emi lie , fa is atten ti on à lu i, m ais je ne m e fa is pas de 
souci, t 'es que lc1u ' un de vraim f' nt gé ni al 1 
lridi a, la jo li e pet it e m ex ica in e to ujours prête a fair e la fête 1 .\! e rc i d t' m 'avo ir do nn é , la prem iè re , 
un ape rçu de la bonn e hum eur et de l' ambi ance latina , c'est SLJrem ent to i q ui m 'as do nné envie de danser 
la salsa !! ! Alo rs merc i bea ucoup , et n ' o ubl ie jam ais<< la m oto que m e gusta w ey >> 1 
Je rem y, Dj ay, m on grand fr ère , 1e sui s extrê m eme nt heureux de la re latio n que nous avo ns 
construite si nature ll em ent depu is m o n arr ivée a Marse ill e. Tu fais to uj o urs attenti on a mo i et t u arr ives 
touj ours à m e rendre le so urire , j 'a i sacrém ent « touché au Oo p)) en t ' ayant prê t: de m o i po ur la thèse ! Et 
to i auss i Stéphani e , p our nos dé lires , tes m ots r éconfortants ct to n rire . Je vous rem ercie b eaucoup de 
m ' avo ir accue illi quand 1e su is ar ri vé cl ans le sud et tant d e fo is encore après . Je sui s te ll em ent fi e r d ' être 
deve nu le pan·a in de vo tre sublim e pe ti te C lém t' nce aux yeux m agnifiq ues . 
Ma Pau line, Pooh , m êm e si no us ne nous éti o ns jam ais vra im ent pe rd u de vue , je su is he ureux 
d'êt re si proche de to i au jourd'hui. Je n'imagina is pas qu'on pu isse souten ir que lqu'un à ce po int, surto ut 
en étant sur d ille rents continents . Maintenant je le sa is I) Uisque tu l' as fa it pour m o i, et je ne l'oub li e rai, 
vra im ent , jamai s . Fais-moi un de ces sons dont to i se ul.: a le secret, r ejo in s- mo i vit e sur la piste pour 
un me rengue endiab lé , et à très vit e po ur un petit jédo né ou un e t asse de thé, avec Car iclou bien sûr ! 
Phili ppe, mon Fafay, avec qui j'ai eu la chance de vivre pendant plus de la m o it ié de mon docto rat 
(e t qui a mêm e tape le poin t fi na l de m a thèse ). O n d evrait fin ir par sort ir une co mpil ati on de nos plu s 
grands t it res c réés en vo itu re sur nos « virages à gauche >> . T 'es un personn e en o r et ce n 'es t pas que 
<<se lon m o i >> . No n je n 'a i pas écr it Cf' m essage sous la con trai nte m ais parce que j 'en avais e nvie AA _ O n 
en aura passé du temps ensemb le, 1e ne r em ercie rai jamai s assez ta bo ite de t 'avoi r engagé dans le sud ! 
L ___ _ 
lX 
Merc i po ur to n grand souti en et tes bons repas guand j' eta is to talem ent débo rde . « Tu es jo li , c'est 
\Tai ... » m ais m ain tenan t « chuuut »et prê tes-m o i ton hé li co ! 
Quentin , o u Q wenti nc e n Répu blic1uc T chègu e, m i-Beatles mi -Cambodgi en, m êm e si ce n ' est p as 
exactem e nt ce gue tu fa is , t u reste ras to uj o urs le grand ingénieur en four solaire pour mo i . .. Merc i p our 
ce m er ve ill eu x mo ment gue tu no us as fait vivre au Cambodge ! C'était un pur m o me nt de bonheur avant 
mon départ po ur le grand fr o id. A bient ô t en f\ m érigue latin e ou ai ll eurs dans le m onde 1 Si tu viens, 
pro m is je te fil erai < un croc» ;-) 
Rémi , « O h ta C .... le ! >> , le Lo urde ll e au g rand cœur , c 'est dingue ce gue deux gars peuvent se 
dire , e t « c ' est ça gui est bon ! ». Merci de to uj ours tro uver les m ots guand je ne vai s pas fo rt ou m êm e 
guand to ut va bien , par ma il , té léphone et quand c 'est poss ible avec un petit m atch de foo t , sur un te rra in 
ou le p lu s so uvent sur la PSJ /\1'- O n va co ntinu e r à en pro fit e r un maximum maintenant, à commencer 
pa r se baigner dans la mer du 1 or d en hi ve r! Et surtout ... Surtout, n 'oubli ons jam ais les éYènem ents qui 
se so nt déroul és sur la pl age de Pom pi e rre JI!; -) 
Sté phanie , m erc i pour to utes tes pe t ites at tenti ons e l t es sourires bi enve ill ants . Je su is t rès heure ux 
gue tu soi s venue à t'vlo ntréal, ça no us a pe rmis de nous r etro uver enco re un peu plu s. Bon , il est temps 
que je vous vo is , to i e t Dami en , e n compétiti o n de brass band , je sui s sûr que tu vas le battre ! ;-) 
Mes sœ urs Bérengère et Fa nn y e t m a ni èc(' Lou , que je vo is malheur(' US('m ent trop peu mais a qui . 
je pe nse auss i t rès souve nt. Je Yo us e mbrasse fo rt et je com pte b ie n prendre un peu plus le tem ps po ur 
\·ous vo ir déso rm ais ! 
Mes g rands- parents , j' au ra i tant a im é c1u e vo us soyez enco re là po ur partage r avec m oi ce mo me nt 
où je soumettrai m a thèse . Et papy , un e dc nii è re fo is, j' aim erai t 'e ntend re m e dem and er quand es t-ce 
que j' a ll ais e n fi n arrê te r les é tu des pour le trava il , te nter de t 'explique r le p rin c ipe d ' un doctorat qu i ne 
me pe r m et pas de soigne r les g en :; ct surto ut bo ire un derni e r ve rre a\·ec to i ... Ce qui es t sù r c' es t que 
\·ous é t iez fa ntast iqu es ! 
t\ lc rc i auss i à tout le res te de m a fa m ill e d e touj ours m e rappe ler , par leur jo ie de \;iHe , qu ' il n 'y 
a r ien de plu s impo rtant c1ue de passe r dr s bo ns m o m e nts avec eux autour d'un bon repas , surtout s' il est 
préparé par tata Eli a ! 
Papa, je t e rem ercie po ur ta co nfi ance , ton soutien , la fi e rté et to n esprit de déco nn e sa ns faill e , 
me rc i de m ' avo ir transm is ton amour de la musique , d e la danse et ton sens de la fête . J' adore cet te fo lie 
tr ès positi ve qu e t u as , et q ue je ret rouve égalem ent chez m es frè res , tes fil s . T ant de chose qui m 'ont 
ser vi à all er au bout de l ' éc riture de ce tte th èse . O n va avo ir le temps de s' éco ute r un pe tit Eddy Mitche ll 
maint e nant 1 
Maman , po ur Les sacr ifi ces , to n aide to ujours poussée à l'ext rê m e , ta faço n de m 'écouter 
déb lat 'r r tous m s pro bl ' m s sa ns jamais broncher c t to n our ag . T u support s à toi s ul e la quasi-
to talité d e m es sau ts d ' hum eur parfo is très durs . C 'es t do nc g râce à to i qu e la plupart des ge ns m e 
pense nt « t ro p gentil » . Je le re mercie Maman . Je va is toul faire pour êtr e plu s coo l déso rmais :- ) Me rci 
auss i de touj ours m e rappe le r , par ta faço n d' agir, qu e la fa mill e , au se ns large , r este ce qu ' il y a d 'essent iel 
à la vic. 
Je ne saura i vo us d ire à c1ue l po int je vo us rem erc ie en part iculie r d ' avo ir é té là dans ce m ome nt 
d iffi c ile gu i est inte rvenu en mê m e temps q ue la de rni è re et longue lig ne d ro ite de redaction . .. Vous avez 
réuss i à tro uve r les m o ts m ême si \·ous é ti ez lo in e t ça m ' a pe rmi s de ne pas lâcher . Je vous aim e . 
;\ \e rc i a VO US tO US ainsi qu 'a eux qu e j'ai Î ) U o ub lie r de c ite r , pour chaque chose que VO US avez pu 
entrepre ndre, mêm e pendant u n instant , pour m ' aide r dans mon tr ava il , m e so ute ni r, m e réco nforte r ou 
me fa ire r ir . 
Et m aint enant, bonne lec ture à to us ! 
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RÉSUM É 
Dans l'environnement, l' éYolution contemporai ne des organismes vivants est de plus en 
plus dépendante des per turbations d 'origin e anthropique. En particuli er, la pollution 
amplifie l ' intensité ou la quantité des pressions de sélection auxquelles sont soumi ses les 
populations. Or ces changements peuvent avoir des effets négatifs sur la vie , la 
r eproduction et la croissance des individus . La démographi e des populations peut aussi 
être affectée , tout comme au cours des générati ons , les caractéristiques phénotypiques et 
génétiques de ces populations . Ainsi en réponse aux pressions de sélection, des 
changements microévolutifs sont susceptibles de se manifester. Mais ces phénomènes 
entraînent en parallèle la mise en place de coûts adaptatifs. Par exemple , une r éduction 
de la chversité génétic1uc d ' une populati on induit une diminution du potent iel adaptatif 
face à d ' autres contraintes. Ceci peut fragi liser le maintien de populations vivant dans des 
em1ronnements toujours plus changeants, notamm ent avec 1' accroissement des activités 
humaines. Dans une démarche d 'évaluation des risques écologiques, il ne suffit donc plus 
d' étuch er les mécanism es d 'action e t les e ffe ts néfastes imméchats des ·polluants sur les 
organi sm es · vivants. Il est également nécessaire de développer nos connaissances sur 
l'éYoluti on des populat ions en mili eu pollu é, et plus globalement en mili eu stressant. 
Dans ce contexte, cette étude ,·ise à déterminer les réponses microholutives de 
populations d ' un organ isme m odele, Caenorhabditis eleaans, exposées à des stress 
environnementaux et à mesurer les coûts adaptatifs de ces microholutions. Ces 
populations ont été exposées expérimentalement, durant 22 générations, à une forte 
concentration en uranium, en chlorure de sochum ou à une alternance de ces deux 
polluants. L'analyse des moclificati ons phénotypiques et génétiques observées , au travers 
des mesures de b-aits d' hi stoire de vie , a été accomplie gr âce à plusieurs techniques de 
génétique quantitative. No us avons notamment mis en évidence un e ·chffér entiation 
génétiqu des popu lations xpos 1 s , asso ié à augm ntation de la résistance , au cours 
du temps. La vites e des réponses évolutiYes était dépendante des conchtions d'exposition 
et de leurs effets sur l' expres ion de la structure génétique de,s traits (matrice G). Ces 
phénomènes microévolutifs ont pu être r eués à des coûts adaptatifs, tels qu 'une r éduction 
de la fertilité, dans de nouveaux environnements stressants (ex : augmentation de la 
température) ou en l ' absence de stress . Ainsi, même après plusieurs générations sans la 
présence de polluant, les populations adapt 1 es voient leur fragilité augm enter par rapport 
à des populations non adaptées. Toutefois, nous n'avons pas identifié de coûts 
upplémentaires pour les populations adaptées à l 'environnement d'alternance par 
rapport à celles adaptées à une pollution constante. Ce projet nous a permis de mieux 
identifier comment une exposition à un ou deux polluants peut affecter la réponse 
XIX 
évolutive de popul ations de C. elegans et d 'évaluer les conséquences sur leur sen sibilité 
aux conditions enYironnem entales . 
Mots-dés : évolution expérimentale ; génétique quantitative ; coûts adaptatifs ; str ess 
environnementaux ; n·aits d 'histoire de vie ; stTucture génétique ; adaptation locale 
évolution du généralisme ; Caenorhabditi s elegans ; pollution ; uranium 
ABSTRACT 
The contemporary e\·olution of organisms is largely dependent on anthropogenic 
disturbances . In particular, pollution ampli fies the intensity or the quantity of selection 
pressures on populati ons. Hovv ever, these changes may have negative effects on the !ife , 
growth and reproduction of individuals, the demographies of the population, and its 
phenotypic and genetic characte ri stics over generations. Thus, microevolu tionary 
changes are likely to occur in respon ·e to selection pressures . These phenomenon lead to 
collateral damages: adaptive costs. For exampl e , a r eduction of genetic diversity in a 
population entails a decrease in its potential to adapt to other stress ors. Populations can 
be more su ceptible to ma':_ly emironmenta l changes, especially with the in crease of 
human activities. Hence in an ecol?gical risk assessm ent, studying th e mechani sms of 
action and immediate adver se effects of pollutants on organisms is no longer sufficient. It 
is also necessary to expand our knowledge on the eYolution of populations in polluted 
emironm ent. 
In this contex t, our study aims to determine the mi crocvolutionary response of 
Caenorhabdit is elegans populations exposed to enùronmental stressors, and to measure 
their costs of adaptation. Populations w ere experim entally exposed for 22 generations to 
a high concentration of uranium, sodium chloride or an alternation of both these 
pollu tants. Th e analysis of ph enotypic and genetic changes, observed through m easures 
of li fe h.istory traits, was accomplished using severa! quantitative genetics techniques . ln 
par ticular, we confirme cl the gene ti c differ entiation between populations with an increase 
of resistance in populations exposed to differen·t pollutions. The speed of evoluti onary 
re pon ·es depended on the conditions of exposure and their effects on the expression of 
the gene tic structure of trai ts ( e . g . G matrix) . Micronolutionary changes were linked to 
costs of adaptation, su ch as recluce d fertility in stre ·sful novel environm ents ( e .g . fast 
temperature increase) or in the absence of stress . Thus, eYen after severa! generations 
vvithout the presence of pollutants, adapted populations are more susceptible than non -
adapted populations. However , we did not iclentify any aclditional costs for populations 
adapted to the alternation environment comparecl to populati ons adapted to a constant 
pollution. This proj ect allowed us to better identify how exposure to one or two 
pollutants affects the eYolutionary response of C. elegans populations and eYaluate the 
impact on their usceptibility to environmental conditions. 
Keywords : exper imental evolution; quantitative genetics; costs of adaptation; 
environmental stress; !ife history traits; genetic structure ; local adaptation; evolution of 
genera lism; Caenorhabdi tis elegans; pollution; uranium 

GLOSSA IRE 
Cette section très succincte perm et de définir quelques termes très importan ts pour la 
compréhension de ce manuscrit de thèse. Ces termes sont également définis dans le 
chapitre« État des connaissances» , à travers le texte . 
Acclimatation : changement plastiqL;e , phénotypique , des individus face à des 
nouve lles conditions de mi lieu. Ces ph~nomènes de plasticité phénotypique peuvent se 
produire au cours du J heloppement J ' un inw vi du (plasticité phénotypiqu e 
J éveloppementale) ou entr e les générations (par le biais d'effets maternels) . 
Adaptatior~ loca le : différenciati on génétic1ue et phénotypique d' une population au 
cours elu temps, face aux conditions environnem entales d' un e zone géographique 
particulière, pour amélior er la Yal cur sé lective des individus qui constituent cette 
population. 
Coüt adaptatif: r éduction de la valeur sélective des individus clans un environnem ent 
parti culi er après qu ' ils sc soient adaptés à un environnement différent. 
Effet maternel : inOuence des facteurs environnementaux de la m ère (qualité des soins 
materne ls, carence alimentaire de la mère, polluant ingéré par la mère et transmis au 
jeune , etc .) sur le phénotype de ses descendan ts. 
Evolution expérimentale : expérience réalisée en laboratoire ou en milieu naturel, 
sur pl usicurs générations, et qui permet de comprendr e les processus de sélection et leurs 
cons' qu ne s sur 1 cl \' nir des populations. 
Héritabilité : proportion de Yariance phénotypique d 'une population qui ser a transmise 
à la génération sui vante . 
Matrice G ou de variance-covariance génétique : matrice caractéri sant les 
associations linéaires (covari ances gé.nétiques) entre les différents traits d 'une population 
dues à des effets génétiques comm uns. 
Microévolution : changements génétiques au sein J'une population et observés sur 
une échell e de temps relativement. En r evanche, la macroévolution concerne des 
xxii 
changements au-dessus du niveau de l' espèce ct porte principalement sur les phénom ènes 
de spéciati?n et d' évolution des groupes d' espèces sur une échelle de temps géologique. 
Plasticité phénotypique : capacité d' un génotype à s' engager dans des b·aj ec toires de 
développem ent différentes en fon ction des conditions environnementales . Elle per~et la 
production d ' un ensembl e de phénotypes à partir J'un seul génotype. 
Polluant : altéragène bi ologique, physique ou chimique, qui engendre des effets négatifs 
sur tout ou une partie d'un écosystème. Ainsi, alors que le contaminant se définit 
comme toute substai1ce décelée dans un li eu où il ne se trouve pas normalement, le 
polluant quant a lui, est un contaminant ayant un effet sur l' écosystème. 
Pression de sélection : phénomène apporté par des contraintes environnementales 
qui, sous certaines conditions, peut induire une évolu tion des espèces . 
Résistance : réponse génétique directionn elle . Les organismes résistants sont 
génétiquement différenciés des indi vidus de la même espèce c1ui ne subissent pas le stress. 
A 1' opposé , Li. tolérance est la mise en place de certains mécanism es pour faire face à un 
· stress, avec une tendance à revenir vers la normalité en l'absence elu stress (sans 
différ enciation génétique) . -
Stress environnemental pression (ou contrainte) naturelle ou induite par une 
acti vité antlu·opique sur les organismes . 
Trait d'histoire de vie : caractéristique phénotypique des individus liée à leur valeur 
sé lective . 
· Variance phénotypique : variance d'un trait clans une population ct dépendante 
d'effets génétiques, environnementaux et de leurs interactions. 
Valeur sélective : capacité d 'un individu à b·ansmettre son génotype, c'est -à-dir e 
capacité à vivre et à se reproduir e (= fimess en anglais) 
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L' adaptation locale représente la différenciation génétigue et phénotypic1ue, au cours de 
1 'évolution, de populations soumi ses à des pressions sélectives d ' un em·ironnem ent 
délimité géographi clu ement. Ainsi, en présence cl' adaptati on lo cale, cha gue population se 
caractérise par un ensemble de particularités génétiques e t phénotypiques. Celles-ci 
confèr ent aux incüvidus de la population une mei lleure valeur sé lective (= fitness en 
anglais, c'est -à -dire la capacité à tTansmettre son génotype) , par rapport aux autres 
popul ations, face aux con ditions environnementales local es (Hedri k, 2006 ; Hendry & 
Gonzalez, 2008). 
La sé lection nature lle, un mécani sme largem ent r econnu pour êtTe la cause principale des 
changements évolutifs adaptatifs, est à l'origine de ces phénom ènës (M iaud & Merita, 
200 1 ; Henclry ct al., 2007; Hendry et al . , 2008). En revanche, la dérive génétique, qui 
est un mécanisme de changem ents intergénérationnels aléatoires des fréquences alléliques 
dans une population, peut conduire à la cüfférenciation généti que des populations. Mais 
ell e n'aura pas de conséquence adaptative sur les populations (Alleaumc -Benharira et al . , 
2006) . A 1' in verse de la sélection et de la dérive généti que, le Hu x de gènes et cl ' incL\iclus 
entre le. populations réduira généralement le potentiel de différ enciati on entre les 
populations (Garant et al., 2007). 
La po ll ution peut jouer un rôle important dans la sélection naturelle. Le stress induit par 
la toxicité cl' un polluant amplifie l 'intensité ou la quantité cl es pressions de sélection 
subies par les organismes. Or, plus les pressions de sélection sont fortes et 
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directionnell es, plus les divergences seront importantes (Hendry & Gonzalez, 2008 ). 
Cette ampli fication des pressions peut alors engendrer, en que lques génératim'ls et par le 
biais des processus micr oévolutifs , une spécialisation des populations. Il en r ésulte , pour 
ces populations, une plu s grande r ésistance au polluant, c ' est-a-elire, une apti tude accrue , 
génétic1uement acquise, a supporter son action défavorable jusqu'a un certain seuil 
(Posthuma & Van Straalen, 1993 ; Shirley & Sibly, 1999 ; W ard & Robinson, 2005 
Medina et al ., 2007 ; Er anen , 2008 ; Lopes et al. , 2008) . 
Cependant , observer des changements phenotypi c1ues au sein d 'une p opulation, ne 
signifie pas systématiquement gue des processus mi crocvo luti fs soient a l' origine de tels 
changements . En effet, suite a l' exposition d ' une population a un polluant , les 
modifications phénotypiques observées sur un faibl e nombre de générations peuvent être 
la conscè:1ucnce de tr ois phenomenes : (i) l 'acclimata ti on, correspondant a un changem ent 
plastique , phénotypique, des individus face a des nouve ll es conditions de milieu (ces 
phénomènes de plasticité phénotypique peuvent sc produire entTe les générations par le 
biais d ' effets maternels) ; (ii) les processus adaptatifs impliquant des changements 
génétiques a l, in térieur de la population au cours des génér ations ( c'cst- a-çl.ire les 
pr ocessus microévolutifs) ; (iii ) la déri ve génétique, si la sélection sc tradui t par une forte 
réducti on ·de la densité de population . Contr airement aux deux premiers , le dernier 
phénomène est aléatoire (Falcon er & Mackay, 1996 ) . Il est clone important d ' analyser les 
mécanismes, adaptatifs et non-adaptatifs, r esponsables des changements de population 
afin d' appréhender l ' importance relative cle chacun cle ces mécanismes ct l ~s 
conséc1uences écologiques cle l' exposition chronic1ue J e populations à un polluant (voir 
Tableau 1 dans le chapitr e « État des connaissances »). 
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Une grande majorite des tnvaux menes en ecotoxi cologie se sont focalisés ~ans le passe 
- et encore actuellement - sur l' etude des effets des polluants à l'échelle de 1, indi,iclu. 
Toutefois, 1' é tude de perturbations induites par les polluants à 1' échelle de la population 
est ecologiquement plus pertinente , e t devi ent essentiell e lorsque les durées d , exposition 
sont superieures a la durée de Yie des o~ga nismes (Nisbet et al.) 1989). L'évaluation des 
risques associée à l 'exposition chronique à un polluant , sur 1' extinction de populations et 
le maintien de la biodiversité , est devenue un e preoccupation de toute première 
importance depui s l 'avènement de 1' ère industri ell e modern e. Pour m esurer ces risques, 
il est cl one essentiel d ' étmüer les changements phénotypiques et génétigues des 
popu lations indui ts , sur plusieurs générations, par des perturbations environnemental es . 
Par ai lleurs, pour êb·e écologiquem ent pertinent, il es t nécessaire d'évaluer les effets 
combin és des polluants ct d' aub·es types de stress environnementaux. En effet, au sein 
de nombreux écosystèm es, les populations sont souvent soumises à diverses contTaintes, 
simultanément ou en alternance . Par exemple , les effe ts indirects des polluants sur les 
populations peuv.cnt sc traduire à 1' échelle des écosystèmes par des variations 
démographiques des proies , des prédateurs ou de compétiteurs de 1' espèce étudiée 
(Fleeger et al., 2003 ; Denoël et al. , 20 1 0). Ce sont don c des pressions de sélection 
suppl ém entaires ducs au polluant. D 'au tre par t, indépendamm ent de l 'action du 
polluant , cl 'autTes stress d 'or igines anthropiques tels que les changements climatiques, la 
des tru ction et la m odification d'habitats, l' apparition d ' espèces envahissantes , la 
surexploitation des ressources naturelles peuvent se rajouter à la situation évolutive 
considérée (Lynch & Lande , 1993 ; Palumbi, 2001 ; Bell & Collins, 2008) . 
Dans ce contexte , ce proj et de recherche vise à déterminer les réponses microévolu tives 
ries traits d 'histoire de vie de populati ons de Caenorh abditis elegans exposées à des stress 
environnementaux, et à mesurer les coûts de ces microévolutions sur la valeur sélective 
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des individus dans de nouveaux environnements stJ~ essants ou en l 'absence de stress . Nous 
nous sommes focalisés sur deux polluants: l'uranium et le sel. L'extraction de l'uranium 
est très importante dans des pays tels que le Canada, 1' Australie ou les Etats- Unis et 1 'a 
aussi été en France. Cette exploitation minière est source de pollution. Airisi, de 
nombreux écosystèmes continentaux ont vu leur concentration en uranium augmenter 
(Ragnarsdottir & Charlet, 2000; Bonin & Blanc, 2001). De m ême, les concentrations en 
se l augm entent dans certains écosystcmes a cause , en particulier, de 1, irrigation intensive 
de terres cultivées (Rengasamy, 2006; Ven ,ey & Vermeulen, 20 11). De plus, nous nous 
sommes in téressés aux conséquences de 1 'àdaptation de ces populations à ces 
environnements pollués face à un nom·eau str ess : une augmentation de la température 
de leur milieu de vie . A cause du r échauffement climatique global cl la planète , ce 
changement environnemental a un intérêt tout particulier pour les scientifiques (!PCC, 
2007). Notre modèle biologique dans cette étude est C. eleaans, un nématode terrestre 
très connu des biologistes ct étudié dans différents domaines, tels que la biologie du 
développem ent, la génétique ou encore la biologie moléculaire (Brenner, 1974 ; Araiz et 
al . , 2008). De plus, cet organisme sc prête extr êmem ent bi en aux études d' holution 
expérimentale, car, entre autres , son cycle de \'iC est in fér ieur à trois jours (Braendl e et 
ol., 2008). 
La présentation de cette thèse s' organis"c autour de quatre articles scientifiques. Le 1 cr 
article présente les r ésultats sur les effets de 1' uranium sur trois générations d ' une 
population de C. eleaans. L'acquisition de ces premiers r ésultats était primordiale pour 
déterminer au mieux les concentrations en polluants à utiliser lors des expériences 
suivantes. Grâce à des outils de génétic1ues quantitative, la structure génétique des traits 
d'histoire de vie a été déterminée au sein de populations exposees. à des emironnements 
pollués par de l 'uranium et du se l. Ainsi il a été possible de déterminer le potentiel 
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évolutif des populations exposées à ces polluants . Ccci constitue le 2"""" article . Nous 
avons abordé , dans le 31·m·· arti cle, .1' éttJÙ.c des moù.ifl cations phénotypiques J e populations 
exposées à cüffér entes pollu tions (uranium , sel ou alternance des deux polluants) pendant 
22 générations. Cette étuù.e aYait po ur but principal de comparer la vitesse de r éponse 
microévolutive des traits dans ces c1wironnements. Nous avons finalement été amenés, 
dans le 4 i·mc article , à r éali ser des expériences en jarcüns communs et de transplantations 
réciproques pour identi fier les coùts de 1 ' adaptation aux pollutions , dans un 
environnement non stressant (conLTÔlc) ou dans de nouveaux environnem ents stressants 
(uranium , se l et augme ntation de la t empérature). 
Pour appréhender au mi eux notre problématique , le lecteur est tout d 'abord invité à 
découwir un premier chapi tr e C]Ui détail le les connaissances actuell es sur la biologie 
évo lu tive ainsi qu e le matériel ct les m éthodes en lien aYcc ce présent travail. Par la suite , 
dans un deuxième chapitre , nous exposons les obj ectif:~ spécifiques de ce tte étude. 
6 Introduction aénéra le 
ÉTAT DES CONNAISSANCES 
1. Evolution des traits 
1. 1. Evolution expérimental e 
1.1 .1. O rigine ct présentation 
Une n1ani ère cl' étudier les processus cl' holution est de placer expérimentalement une 
population clans une situation différ ente de son milieu de \i e (s ituation contrôlée et 
répliquée) ct de mesurer au sein de cette populat ion les changements cl ' un certain nombre 
de traits phénotypi ctucs après pl usicurs générations (Kawecki et al., 20 12). Cette 
approche est communément appe lée« évolu tion experim entale». 1l semblerait qu 'elle 
fut mise en œ uvr e la prem ière fois en 1878 par Dallinger. Celui- ci cherchait à confirmer 
la th éorie darwinienne cie l' évolution (Haas, 2000) en faisant évolu er un e population de 
micro-organismes unicellul aires so umise à une augmentation de température (Dallingcr, 
1878) . Aujourd ' hui, l' évoluti on expérimentale Cjualifie toute expérience r éalisée en 
laboratoire ou en mi lieu naturel, sur plusieurs générations, et qui perm et de comprendre 
les processus de sélection ct leurs conséquences sur le devenir des populations (Full er et 
of, 2005 ; Kawccki et of., 20 12). Cc qui exclut de fait les expériences de sélection 
artificielle où les individus reproducteurs sont sélectionnés sur un trait phénotypique 
précis (ou même des marqueurs spécifiques de locus) forçant une r elation entre le trait 
(ou génotype) et sa valeur sélective. A l ' inverse , dans les expéri ences de sélec tion 
naturell e en labor atoire, la sélection peut agir sur une combinaison de gènes et de traits 
permettant cl ' ayoir la meilleure valeur sélective possible clans le nouvel em·ironnement. 
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L'évolution expérimentale s'intér esse à des phénomenes microévolutifs et non 
macroévolu tifs, p our des raisons de temps. En effe t, la microévo lu tion concerne des 
changements génétiques au sein d ' une population et observés sur une échelle de temps 
r elativement courte (c'est-à-dire d'une dizaine à plusieurs centaines de générations). En 
revanche, la macroevolution concerne des changements au-dessus du niveau de l 'espèce 
ct porte principalement sur les phénomènes de speciation et d' evolu tion des groupes 
d' espèces sur une échelle de · temr)s géologique . La distin ction repose donc 
essentiellement sur une différ ence d'échelle de temps mais les deux phé 1~om.enes sont 
r eliés au même processus d' évolution (Hench·y & Kinnison, 1999, 200 1) . Contrairem ent 
aux phénOI:n ènes macroévolutib qui nécessiten t généralem ent l'approvisionnement 
r égulier de nouvelles mutations, les phénomènes microévolutifs ne peuvent se faire que 
par la sélection sur la variation génétictue déjà présente dans la pop ulation (= standing 
genetic variation en anglais), c'est-à-cL rc la présence J e plus d 'un allCle à un locus J ans 
la population ( B~rrctt & Schluter, 2008). L'adaptation est plus rapide lorsc1u ' elle est clue 
à une sélection sur la variation génétique préexistante plutô t que par 1' acquisition de 
nouvelles mutations bénéfiques . Nous définissons par adaptation , une ditTérenciation 
génétique et phénotypique d 'une population au cours du temps, face à de nouvelles 
conditions environnementales , pour améliorer la valeur sélective des individus qui 
constituent cette population (le terme adaptation doit être compris dans ce sens tout long 
de ce manuso·it). La mutation bénéfique ne survient c1ue chez un individu et doit encore 
se r épanch·e dans la population durant de nombreuses générations avant de transformer 
génétiquement la population (West-Eberhard, 2003). Les alle!es bénéfiques , eux, sont 
non seulement déjà présents dans la population mais leur fi· équencc est plus forte (lnnan 
& Kim, 2004) . De plus, ces allèles bénéfiques déjà présents ont été testés dans des 
environnem ents passés par les populations ancestrales (Rieseberg et al . , 2003). Ainsi, la 
variation génétique a subi un filtr e sélectif cc qui accroit les chances de la population de 
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posséder des allèles avan tageux à large effe t (Li ti et al . , 2006 ; McGregor et al ., 2007) et 
la probabili té d 'évolu tion en parallèle ct répétée d 'écotypes (Schluter, 2000 ; Schluter et 
al. , 2004). Cette évolution se fait par l'entrée r épétée d ' individus ancestraux dans de 
noll\·eaux environnem ents mais où les pressions de sé lecti on sont les mêmes . Les 
écot)1)es so nt des popul ations génétiquement adaptées ' a des condi tions 
environnem entales spécifiques , donc des sous-unités d 'une espèce. 
1. 1. 2 . Facteurs indispensables 
Kawecki et al. (20 12). ont réper tor ié les facte urs primordiaux à considérer pour 
entreprendre un e étude de biologie évolu tive expérimentale . Dans le cadre de ce travail , 
vo ici ceux que nous avons plus particuli èrement re tenus : 
(i) Le modèle bi ologic1ue utilisé doit avo ir un cycl e de vie court ct doit être facilement 
manipul ablc en laboratoire. Cependant , à l'i ssu de 1 'expérience, les r éponses obtenues· 
ne doivent pas êtr e spécifiques d ' une espèce ou d 'une populati on de laborato ire, déjà 
adaptées aux condi tions particulièr es de laboratoire . 
(ii) Le taux de mutation n ' étant pas su ffisant pour êtr e une force évolutive dominante lors 
cl' études sur quelques djzaines de gén érations (Mackay et al., 1994 ; Denver et al . , 2009), 
la diversité génétique de la population d'origine est extrêmement importante. En 
revanche, les études Oli les mutations bénéfiques sont la cause première des changements 
génétiques pell\·ent être réalisées avec des popul ations composées d' une simple souche 
(Barre tt & Schluter, 2008 ; Bell & Gonzalez, 2009), c'est-à- dire où les individus ont le 
même bagage génétic1ue. Les changements évolutifs par sélection natur elle sont 
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subordonnés a la variation génétique initial e. Le nombre d' individus utilisés, provenant 
de la population naturelle de départ, doit donc être suffisant . Les populations naturell es 
abriteront probablem ent plus de polymorphismes , y compris des am~ les rares , que les 
souches de laboratoire ~ulti vées pendant plusieurs génér ations dans les mêmes 
conditions. Il est aussi possibl e de croiser des individus issus de différentes populations 
naturelles ou de lignées de laboratoire pour accroître la variabilité génétique. Toutefois , 
cela peut engendrer des déséquilibres de liaison qui p euvent alors rendre complexe 
l ' in terprétation des r ésultats en fon ction de la probl ématique abordée (Teot6nio et al., 
20 12). Une dernière possibili té est de travailler avec plusieurs populations séparées . Dans 
ce cas, la puissance statistique des r ésultats sera r éduite car les populations répondront 
différemment (bagage génétique différ ent) mais cela ajoute a la généralisation des 
conclusions . 
(iii) La taille de la population doit être suffi sante pour laisser le temps a la sélection d'agir. 
Alors que les expériences sur des populations de micro-organism es perm ettent de 
travailler avec des tailles de populations dépassan t le million, les tailles de populations 
expérimentales chez les métazoaires sont limitées a des milli ers, centaines, voir moins 
d' individus. Or, la taille de la population de départ peut avoir des r épercussions par 
l 'action de la dérive génétic1ue (Willi & Hoffmann, 2009). 
(iv) En revanche, le nombre de générations r equises peut être très faible. Des études ont 
montré que les divergences dans les valeurs moyennes de traits, lorsque des populations 
sont soumises a des pressions de sélection fortes ; peuvent survenir en quelques 
générations. Certaines études présentent des répoi1ses significatives en tr ois a six 
générations seul em ent (par exemple : Xie & Klerks, 2003 ; Salice et al., 20 1 0). Toutefois 
les expériences visant a détecter les changements de variance (Lenski et al. , 199 1) ou pour 
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observer le taux de mutation (Sniegowski et al., 1997) nécessitent généralement des 
centaines de générations. 
(Y) En plus des environnements de sé lection, il est né:essairc de mettre en place des 
environnements contrôles . (c' est -à-chre sans sélection) , afin de pouvoir r éaliser des 
comparaisons. Toutefois, puisc1ue ces conchtions expérimentales ne sont jamais 
identiques aux conditions environnemental es natu relles , il est important de réaliser des 
comparaisons avec la population an ces tral e , ou a minima avec la populati on au début de 
1 'expéri ence . 
(\i ) Le nombre de r épliquats, dont l'unité de base est la population ici , doit être suffisant. 
En effet, en dehors de leur intérê t évident pour analyse r au mieux stati stiquement les 
données , les r épliquats perm e ttent ci e ,-éril\ er qu ' il n 'y a pas de diYergcncc dans les 
populations r éplic1uécs duc à des effets de dérive génétique . 
1.1. 3. Contraintes ct limites 
Dans le cadre cl 'une étude d'évolution expér imentale, généralem ent, les individus sont 
placés dans des conchtions défavorables ou très ch ffér entes des conchtions dans lesquelles 
ils vivent habituell em ent . Ainsi, cc sont les pressions de sé lections chrectionnelles, 
indui tes par ces conchtions défavor ables, qui constituent la for ce évolutive majeure 
étuchée (Kawecki et al. , 20 12) . Il fau t cependan t soulign er que dans d 'autr es r echer ches 
l ' accent a été mis sur les aub·es for ces évolu tives que sont les mutations (Cooper & 
Lenski , 2000), la dérive génétiqu e (Rundle, 200 3) et le flux de gènes (Kawecki & Eber t , 
2004). Dans l'environnement, ces forces vont généralement agir s~r les populations 
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naturelles, en plus de la sélection naturelle . Il est toutefois possible de les contrôler c;:n 
laboratoire, ce que nous avons entrepris dans nos expériences . 
Quand on étudie une populati on à r eproduction sexuée, il est important de s ' assurer que 
la dépression de consanguinité ne joue pas un rôle primordial dans les changements 
génétiques au cçmrs du temps . Cette dépression risquant J' être plus importante dans 
l 'environnent contrôle ou dans des r égimes de sélection faible. Les populations dans les 
r égim es de sé lection à plus fortes pressions de sélection auront une ta ille effective de 
population plus petite, conduisant à un plus grand degré de consanguinité (Santiago & 
Caballero, 1998) . 
Il est indispensabl e de conserver des environnements dans des conditions standardisées ct 
d'éviter au maximum l' introducti on J e contJ.mination bactérienne par exemple , ce qui 
est plus délicat à atteindre lors d 'é tudes sur des interactions hôtes-parasites (Ebert & 
Mangin, 1997) ou clans tou tes études où la stér ilisation du milieu s' avère difficile. Il est 
également nécessaire de s'assurer que les r ésultats obtenus ne sont pas simplement dus 
aux conditio ns de laboratoire particul ières. Nous pouvons citer la sé lection pour la 
résistance au manque de nourriture chez la drosophile qui conduit à une activité 
locomotrice r éduite. Ce comportem ent est adaptatif en laboratoire car les individus qui 
résistent le mieux fin issent toujours par r ecevoir de la nourriture. Or, une activité 
locomou·ice r éduite, permet aux cL·osophil es de r ésister plus longtemps au manqu e de 
nourriture à travers une economie de leur dépense énergétique . Cependant, un manque 
de nourriture dans la nature n souvent favor iser une augm entation de la mobilité pour 
trouver de nouvel les r essources . En effet , de manière pl astic1ue, les individus sauvages 
deviennent très actifs quand ils sont privés de nourriture (Williams et al., 2004). 
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Puisque dans la nature, les populations subissent de nombreuses contr aintes 
simultanément, la sélecti on peut agir sur de n·ès nombreux n·aits phénotypiques à la foi s. 
Ainsi l' adap tati on dans la nature es t plus suscep tibl e d ' impliquer des all èles CJUi mono·ent 
peu cl ' effets pléion·opiques (un locus affectant au m oins deux n·aits phénotypiques) 
néfastes. A l ' inverse , en laboratoire il n 'y aura qu ' une seule cono·ainte forte . Par 
conséquent, les effets pl éiotropiques qui seraient délétères dans la nature peuvent être 
neutres ou presque, en laboratoire . C' est le cas, par exemple pour une population de 
levures qui ~ e subit pas de conséquence hide~te lors de la suppression complète de la 
plupart de ses gènes (~ 80% ) dans les conditions optimales de laboratoire (Hillenmeyer 
et ; 1., 2008) . 
Depuis moins de 10 ans, nous savons maintenant c1ue certain es informations sont 
considérées c1uasi-héréclitair.es c~r ell es correspondent à des modifi cations du patron 
d' expression des gènes sans m odi fication de la séquence nucl éotidique , telle que la 
méthylation Je 1' ADN . Ce sont les phénom ènes épi génétiques . La persistance 
intergénérati onnell e cl ' effets épi génétiques après une modifi cation environnementale lor s 
de la première génération a été plusieurs fois démontTée chez des plantes ainsi que chez 
le rat (Anway et al ., 2005 ; Molinier et al., 2006) . Ces phénomènes commencent à être 
intégrés cl ans le cach:e de la théor ie évoluti ve, notamm ent à traver s 1' évolution 
expérimentale (Day & Bonduriansky , 20 11), puisqu ' il s peuvent biaiser l' in terprétation 
des r ésultats sur l 'adaptation ùes populations. 
1.1.4. Evolution en condition de stress 
Un stress environnemental est une pression (ou une contrainte) naturelle ou bien induite 
par une activité anthropique sur les organism es . Certaines espèces m ontrent une grande 
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capacité d'adaptation. Alors ell es survivent et se r eproduisent m ême dans des 
environnements très stressants. Ces adaptations peuvent se traduire par une résistance 
accrue (Tableau 1). 
Tab leau 1. Prése ntation des deu x méca ni sm es (accl imatat ion et adaptat io n) par lesqu e ls les o rgani sm es 
font b ee à la pr·ése nce d'un polluant dans leur environ nem ent. 
Descr ipt ion de ces m écanismes e t imp licat io ns po ur les po pul ati ons ; d'après McGrath (200 1) e l Morgan 
ct al. (2007). 
Acclimatio n 
• L1 répon:-c ,lu :-tn·:-:- ~urv1cnt pt•ncl ,uu !,1 \'Il' d~,.• l'llld Jv!du 
• Le:- réptm:-c:- :-ont mduitl..'~ 
• P\.n.tKitl· pht·notyptljllt: 
• L1 dt•:-n·nd.uln' élt•vc d.m:-- 1\·nv• ronmt·ntt·ontrùlt· p~·ut ~.'.H dllll.ltcr .. , 
h: :-. ttT :-!' t' :H tr .lmlhl· dt· !.lm ère,\ 1\·mhryon 
Adaptation 
• R é~t:\lam:c 1 
• L1 rL·ptm:-t· ,JU :o;trnsl·voluc .1u c:our:- de :- gl·nér.Jlltllh cl\·xpn!-ltion 
• lt.•:- or~.Hibtllt' :- .HI.lptl·:- p t'UVt.'lll ,wc ur um· V,l ll'lH' :-dt'll!Vt.' plw. f:uhlc 
ljlll' l"l'UX lltlll ,H\.ljJ\l·:- cl.m:- lill. nouvd CllVJI"Oillll' IIICil\ :l'OÙ\ ,1d,ljH,lt!r 
• Ll· n·tr.1it du :' tl"l' :>:- cntr.mlc un retour vn~ un ~ t.ll non ,1d .1 ptl- ( :'1 
I'.Hi.lpt.lllon ,1 un rollt :'Ur Ll v.lkur "l~ll'l'l l vl' ) ~ur dl' tltJHlhrcu:'l'~ 
gl· nl·r.llltlll:-
'Puisque les dénnilions des ter mes r és istance c t tolér~ n C"c sont so uve nt mal déte rmin ées c t qu' e ll es se 
chevauchent parti ell em nt, nous décid o n,: d'uti lise r la dén nilion présentée pa r !\ \o rgan ct al. (2007). La 
tol érance imp lique la m ise en place de ce rt ain s méca ni sm es pour fair e fàce à un st ress, avec une tendance 
à r e- ven ir ve rs la no rmali té en l'abse nce' du str·css . l.a r ésis tan c~ rC' nvoi c a un e réponse gé nc ti c1ue 
d irectio nn ell e. Les organismes rés istant s sont gl' nc ti quc n1ent dilfé r c nciés des indi vi dus de la mê me espèc-e 
qui ne subi sse nt pas le st ress. 
Lorsqu'un élément chimique est présent Jans un écosystème, les effets sur la population 
vont dépendre de sa concentration (Figure 1). Dans le cas d ' un élément essentiel à la \-ie 
des êtres vivaiits, si sa concentration est insuffisante, les individus subiront une carence . 
En revanche , si cet élément e~t à une concentration au-delà de ce qui est nécessaire à 
l'organisme ou si cet élément est ncin essentiel à la \ie - mais à très faible concentration 
- , alors l'organisme peut y répondre sans subir cl ' effet négatif. Cc dernier peut alors sc 
maintenir grâce à son homéostasie, c'est-à-dire sa capacité à conserver un équilibre dans 
ses activités biologiques malgré les contraintes extérieures. La résistance acquise est donc 
une augmentation du seui l où la concentration de l'é lément devient toxique. Toutefois, 
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si la concenlTation est ti-op importante , ell e peut devenir toxique pour l 'organisme. Il 
faut noter gu ' il existe aussi des mol écules sans seuil de dose (par exemple les 
perturbateurs endocriniens), c'est-à-dire gu' elles agissent quelle gue soit leur 
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Figure 1. Réponse d'un organi sm e en fon c ti on de la concentration d 'un é lém ent esse nti e l a sa vie clan s 
son environnem ent . 
i\ucune gy\ mm e de care nce n 'ex iste po ur un c lém ent non e;sentiel, voi r m êm e aucun l' gamme de 
m ainti en par hom éostasie po ur de:: m olrcul es sans e fi'et de close; d'après l'v lcGrat h (200 1) . 
La sé lection engendrée par des contraintes, tels que des polluants, est généralement 
directiopnell e (Morgan et al . , 2007 ; Coutellec & Bara ta, 20 11 ). Souvent la sélection 
directionn ell e se produit lors d 'un changeme nt d' em-ironnement (migration de la 
populati on ou changement brusque des conditions environnementales) où les pressions 
de sélection sont Jiffhentes. C'est un mode J e sé lection naturell e dans lequel un seul 
phénotype est faYorisé, ce gui est provoqué par un déplacement des fr équences alléligues 
dans une direction (c'est-à-elire une augmentation ou une réduction). L'augmentation de 
la fréquence des allèles avantageux est indépendante de leur niveau de dominance par 
rapport aux autTes. Cela signifie que même un allèle récessif avantageux finira par être 
fixé. Les pressions de sélection peuvent être de différentes natures , comm e par exemple : 
le niveau de nutrition (Kolss et al., 2009), la température (Van Doorslaer et al., 2009), 
les parasites (Schulte eL al., 2010), une pollution par un métal lourd (Xie & Klerks, 2003) 
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ou un pesticide (Lopes et al. , 2008 ). Toutefois , il ne faut pas oublier qu ' il existe dans la 
nature cl ' autres types de sélection tr ès répandus, comm e la sélection disruptive, 
stabilisante ou éctuilibrée (Kingsolver et al. , 2001) . 
Posthuma & Van Straalen (1 99 3) ont r éali sé une r evue concernant les u·avaux m ettant en 
évidence des adaptations aux milieux terrestTes pollués , chez plusieurs invertébrés. Des 
pressions de sélection directionnelle causées par la présence de stTess dans 
l'environnement conduisent très souvent à l ' aco·oissement de la r ésistance des 
populations. La rapidité de l'acquisition de cette résistance r évèle également la force des 
pressions induites. Par exemple, lors d'une expéri ence de sélection naturelle en 
laboratoire, des populations de Drosophila melanoaaster Meigen ont été maintenues clans 
un milieu pollué en cadmium (Cd) ou non (Shirley & Sibly, 1999) . Après se ulement 20 
générations, les individus issus d es milieux pollués avaient une meilleure valeur sé lective 
en présence de ce polluant que les individus issus clu milieu témoin. La base génétique de 
ce tte résistan ce ser ait clue , d 'après les analyses de croisem ents entTe les lignées, à une 
augmentation de la synthèse de métallothionéines des populations exposées au Ccl. De 
mêm e, Ward & Robinson (2005) ont exposé à clu Cd des populations de Daphnia maana 
Straus. Un~ augmentation de la résistance a aussi été mise en éùdence , notamm ent à 
u·avers l'augmentation cle la CL511 (c'est-à-elire la concen1J·ation létale pour 50 % des 
individus) à 48h, au fil des générations. 
Les pesticides, par ticulièrement utilisés dans le domaine de 1' agriculture, sont une 
préoccupation écologique majeure car ils affectent le maintien de la biodiversité 
(Vitousek et al ., 1997; Palumbi, 200 1). Ayant été spécifiquement conçus pour nuire à 
cles populations cl ' espèces nuisibles, cela fait cles pesticides des agents sélectifs maj eurs 
dans l 'environnement. L'adaptation génétique peut donc survenir très rapidem ent chez 
- --- --- ---------------, 
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les populations naturelles (Carrièr e et al., 1994 ;. Coustau et al. , 2000 ; ffre nch-Constant, 
2007). L'acquisition cl ' une r ésistan ce aux pesti cides chez les espèces cibles est un thèm e 
de r echer che important en bio logie évolutive appliquée . En effet, le risque de perdre des 
moyens de lutte contr e les esp èces nuisibl es est loin d 'ê tre négligeab le (Raymond et al., 
2001) . Ainsi, les exem pl es son t nombreux pour moritrer que l'adaptation à la pollution 
est possible , mais comme nous allons le voir maintenant, elle n'est pas sans conséquence. 
1. 1.5. Importan ce elu r égim e de·selec tion sur le coût de l'adaptation 
Dans cl es conditions défavorables, cer tains phénomènes tel s que 1 'augm entation des taux 
de mutation et de r ecombinaison peuven t accr oître la variabilité génétic1ue. A 1 'im·erse , 
la sélection r éduit la var iab ilité géné tique en supprimant les all è les conférant une valeur 
sélective réduite (Hoffmann & Mcrila, 1999), c'est-a-elire 1 'é limination des individus 
sensibles au stress . Par aill eurs , il peut aussi y avoir une sé lection de génotyp es produisant 
des stratégies coüteuses. Par exemple , une séle ction peut se fair e sur 1 ' augmentation de 
l'allocation énergétique vers des m écanism es de clétoxifi cation, uti le dans un 
en vir on nem ent pollu é. Cependant cette allocation peut être maintenu e m ême lorsque le 
polluant n 'es t plus présent dans ]' environnement (Kraaij eveld & Godfrey , 1997 ; Burdon 
& Thrall, 2003). L'acquisition de la résistance a un stress va donc génér alement 
s'accompagner d ' un coùt dont la nature est génétique (voir l ' introduction de l 'article IV 
pour plus de détails) . 
Que ce soit des individus de populations de D. melanoaaster, D. maana ou C. eleaans , après 
1' adaptation a la pollution et lorsque les individus sont replacés dans un milieu non 
contaminé , ils ont une valeur sélective plus faible que les individus contrôles (Shirley & 
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Sibly, 1999; Ward& Robinson, 2005; Schulteetal., 2010) . C'est une conséquence qui 
peut directement être r eliée à la diminution de la diver sité génétique des populati~ns 
(Reed & Frankham, 2003). Les populations adaptées à un environnement contraignant 
peuvent aussi subir des effets négatifs plus forts que des populations non adaptées , face à 
de nouvelles contraintes comm e une élévation de la température (Xie & Klerks, 2003 ; 
Salice et al., 20 1 0), la présence de parasites (Jansen et al . , 20 11 b) ou d'autres polluants 
(Ward & Robinson, 2005). Toutefois si le nouveau stress fait intervenir les m êmes 
mécanismes de défense, il est possible que la population adaptée réagisse mieux à la 
nouve lle ~ontrainte (Xi e & Klerks, 2003 ; Ward & Robinson, 2005). Il existe aussi des 
études ol.1 aucun coût adaptatif n 'a pu être mis en évidence. Coustau et al. (2000) ont 
présenté une r evue sur ce phénom ène , notamm ent avec des xénobiotiques. La présence 
de coùts adaptatifs ;1' est donc pas systématique , et en particulier lorsc1uc les populations 
sont replacées dans un cnYironncment fa vorable ·ap rès 1' adaptation au stress (Reznick et 
al. , 2000 ; Lopes et al., 2008). Cet aspect sera présenté plus en détail dans 1' article IV de 
ce manuscrit . 
Dans les populations sauvages, 1 'héritabilité augmente dans les conditions les plus 
favorab les et pour les tTaits morphométriques, ct diminue pour les trai ts d ' histoire de vie 
(Charmantier & Garant, 2005). Dans des conditions environnementales stables, 
Lworables ou non , la sélection tend à réduire la variation des traits quantitatifs, jusqu'à 
ce que l'environnement change et altère le paysage adaptatif. Les conséquences sur la 
population vont être dépendantes de la stratégie évolutive vers laquelle les génotypes 
tendent en fonction du régime de sélection (Thom as et al ., 20 10) : (i) la spécialisation 
(production d 'un phénotype unique et adapté à une condition) lorsque -les pressions de 
sélection sont constantes ; (ii) la générali sation (production d 'un phénotype unique , 
intermédiaire, modéré et adapté à diverses conditions) lorsque les pressions de sélection 
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sont peu variabl es ; (iii) la plasti cité phénotypique adaptative (production de plusieurs 
phénotypes , alternatifs selon les conditi ons) lorsque les pressions de sélection sont 
variables , mais prédictibles ; (iY) la répartition des risques (production al éatoire de 
plusieurs phénotypes ; bet-hedging en anglais) lorsque les pressions de sélection sont 
variabl es et imprédictibles. 
Bien c1u' elle p·crmettc la production de phénotypes mieux adaptés à différentes 
.conditions, la stratégie plastique n 'est pas touj ours la stratégie qui est favorisée. La 
plasticité phénotypiclue perm et aux individus de mieux faire face aux différ ents 
environnemenb, mais seul ement si trois conditions sont r éuni es. D 'abord, le phénotype 
produit doit êtr e dependant d 'inform ations emironncm ental es fiables . Par exempl e , la 
phénologie des arbres est déterminante pour la coloration des chenill es chez le 
lépicloptcrc Ncmoria arizonaria, (Greene, 1989) . Les chenilles sc nourrisse nt 
préférentiell ement de fl eur s, LÏi1C r essource éphémère, mais aussi de feuilles. La 
coloration des chenill es , leur ser vant de camouflage, est dépendante de leur r essource 
nutritive qui contient une concentration faibl e (fl eurs) ou fort e (feuilles) en tanins. Bien 
que la température ct la photopériode soient de bons signaux pour connaître la 
phénologie de l 'arbre, ils ne déclenchent pas de r ép onse plastique. Ensuite, l 'expression 
d' un phénotype particulier à un environnement doit amé li orer la valeur sé lective des 
ind.i,idus. La cl.crnièrc condition et la plus importante, est l' absence de contraintes. Par 
exemple, la pl éiotropie peut empêcher la production d'un phénotype optimal. En effet, 
le trait d 'intérêt peut être pris dans un compromis évolutif(= tradc-off en anglais) avec 
un autre trait. Or, la sé lection s'exerce aussi sur le trait corrélé . Un changement 
phénotypiqu e du trait d'intérêt est donc possible mais exige un changement phénotypique 
de l 'autre trait . La plasticité du trait d'intérêt est d'autant plus restreinte que le second 
trait est étroitement relié à la valeur sélective des individus (Thomas et al . , 20 1 0). 
' 
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S'ajoute à ces trois conditions le fait que la plasticité phénotypique est très coûteuse (coûts 
de maintenance, de production, d'acc]uisition de l ' information, etc.) et que d' autres 
contraintes (par exempl e fonctionnelles ou physiologiques) limitent son avantage et donc 
sa sélection (Via & Lande , 1985; De Witt et al., 1998). 
Du fait de l' hétérogénéité environnem entale , les populations sont beaucoup plus 
susceptibles de subir l'effe t de plusieurs pressions de sélection agissant dans des directions 
opposées (Levins, 1968 ; Hcclri ck, 1974, 1976, 1986). Ceci entraîne des effets 
spécifiques sur la variabili té génétique des populations avec notamment une r éduction de 
leur spécialisation aux conditions environnementales (voir 1' article III pour plus de 
détails). Par exemple , un habitat pollué de manière hétérogène , avec des zones de 
contan1inations faibl es et fortes, peut favori ser la sélection de génotypes plastiques plutôt 
que spécialisés à la résistance à cette pollution (Morgan et al ., 2007). Ainsi, par rapport à 
un emironnement constant , les coüts cl' adaptation à un environnement fluctuant peuvent 
être très différ ents. Reed et al. (2003) ont étudié chez une population de D. melanogaster 
1' effet de 1' environnem en t où la population s'est adaptée sur la r éponse évolutive ct la 
valeur sé lective des individus clans un nouvel environnement stressant. Les résultats 
montrent qu'une population adaptée préalablement a un environnement stressant ct 
fluctuant a une meilleure valeur sélec tive dans un nouvel environnement str essant, 
gu 'une population adaptée à un seul stress . Nous voulions tenter cl ' aller plus loin sur les 
conséquences des adaptations aux r égim es fluctuants, c'est pourquoi nous avons 
également étudié la mise en place de coCtts adaptatifs lors d'une évolution dans un 
emironnemcnt fl uctuant. 
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Nous pouvons vo ir an-aver s ces cUfférents exempl es , qu ' il est devenu inchspensable dé 
considérer les effets évolutifs des p olluants presents dans 1' envir onnem ent pour une 
meilleur évaluatio n des ri sques écologiques (Coutellec & Bara ta, 20 11 ). 
1. 2. Identifier les mécanism es hol utifs 
1. 2. 1. Différencier les sources de variabilité 
La valeur de vari ation la plus facilem ent mesurable est la variation phéno t}1Jique cl ' un 
trait clans un e population. Pour obtenir une estimation .de cette variation, il suffi t de 
mesurer un n-aît sur plusieurs individus de la p opulation et d 'en calcul er la variance . 
Mêm e si la sé lection sc fait prin cipal em ent sur cette variation phénotyp icjue (Houl e, 
1992) , la nature de ce tte variation affecte la r éponse évolu tive de la population pour cc 
tnit. C'est pourquoi il es t indispensable de comprendre les sources de variation 
phénotypique avant cl' expliquer comment elles pourront ên-e quantifiées . 
La var iabilité phénotypic]Ue exprim ée d ' un trait se décompose principalem ent en quatr e 
effets : (i) génétiques ; (ii) environnem entaux ; (iii) maternels ; et (iv) bruits 
déve loppementaux (Lynch & Walsh , 1998). La part des effe ts génétiques adcUtifs de la 
var iance phénotypic]ue cl ' un trait repr ésente son héritabilité, l'aun-e part r egroupe les 
. ~ 
effets environnementaux imputables aux variations des conchtions elu milieu de chaque 
inchviclu (une partie de la variati on phénotypique peut aussi être causée par des effets de 
dominance génétique). La plasticité phénotypique fait à la foi s par tie de la variabilité 
génétique et de la variab ilité environnem entale (voir les détails ci -dessous). Un effet 
matern el correspond a l' influence des facteurs environnementaux de la mère (qualité des 
soins maternels, carence alimentaire de la mere, polluant ingér é par la m ère et transmis 
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au jeune , etc.) sur le phénotype de ses descendants. Ces effets sont aussi considérés 
comme de la plast icité phénotypique intergénérationnelle (Mousseau & Fox, 1998). La 
stabilité du développement correspond aux effe ts de m écanismes adaptatifs correcteurs 
qui perm ettent à un organism e de se développer de manière r elativement stable en dépit . 
des effets perturbateurs des br uits développementaux (Waddington, 1957; HofTmann & 
Woods, 200 1 ) . Les bruits dheloppementaux se r évè lent par exemple par des différ ences 
phénotypiques ·entre deux clones provenant de la m ême ponte et vivant dans un 
environnement commun. 
La plasticité phénotypique est la capacité d ' un génotype à s'engager clans des trajectoires 
de développement différentes en fonction des conditions environnementales . Elle permet 
la production cl' un ensemble ·de phénotypes à partir cl' un seul génot)l)e (Scheiner, 1993 ; 
Pigliucci, 2005 ). Cette plasticité associe une variance des traits à . la nriancc 
erwironnementalc . La notion de norme de r éaction a eté inb-oduite après une étude 
morphologique chez des daphnies sous différents régim es de nutrition (Woltereck, 
1909) . Une norme de reaction est la r éponse systématiclue de l'expression d'un trait 
phénotypique à l_\ne modification systématique cl ' une nriablc environnementale (de 
Jong, 1990). Cette notion perm et, entre autres, la mise en évidence de plasticité du 
phénotype et d' interactions gé notype-environnement (G x E ; Figure 2) . 
Lorsque les normes de réaction de plusieurs génotypes sont parallèles, la variance 
génétique est indépendante de 1) emironnement et la plasticité phénotypique correspond 
uniquement à un effet em"ironncmental. Lorsque les normes de réaction ne sont pas 
parallèles, la plasticité phénotypique a une base génétique. Ainsi la plasticité 
phénotypique peut elle-même être un trJ.it héri table évoluant sous l'action de la sélection 
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naturelle. L'expression d' un gène est donc dépendante du milieu dans lequel il s'exprime 
(Lynch & Walsh, 1998). 
Pbsti c it~· Gt 
" z " Variation génl.-titJU L' - - San; p\a;ticité :.-, "' 0 '5 Gl " " _, .,., G2 ...c: G2 ...c: 0.. 0.. 
[n vironnem~nts Envir·onnements 
Varié.'lt ion gl·nl:ti<1u c Gl Variation gl:nL·titJU C Gt Pl a,t icit l· P\a;ti cité 
G2 
"' " '- -> , _::, 
'5 0 
-::::-------- G 2 " " ~~ -~
;;::: ;;::: 
Environ neme nt s Environ nem e nts 
Figure 2 . Sensibi lité env iro nn em ent ale du phé notype. 
Implicatio ns de la plast icité au tra ve rs d es norm es de réacti on de deux génotypes (G 1 et G2) sur un 
grad ient e nvironnem ental. Lorsque la pen te est non nu lle , la norm e de réach on m ontre de la p lasti cité. 
Ain si, dans le graphique en haut à ga uche , le gé no type G 1 est p lastique (p roduct ion de différents 
phéno types da.ns difrércnts environne me nts) contrairem ent au génot ype G2 (productio n du même 
phénoty pe dans d ifférents e nvironn em ent s). Lo rsq ue les norm es de réaction ont d e:;s ordon nées a l'or igi ne 
d iffé rentes, il y a présence de variation gé né t ique . Lo rsq ue les nor m es de r éact ion o nt des pent es 
diffé rentes, les géno types réponden t diffé r em m ent au gradient environne m enta l (présence d ' in teraction 
G xE); d'après Thomas ct al. (20 10) . 
Une variabilité génétique est b·ès souvent associée à la plasticité des b·aits observés 
(Scheiner , 199 3 ; Pigliucc i, 1996). Ceci peut être mis en évidence grâce à deux types 
d'expériences (Figure 3) . D'une part, des expériences de jardin. commun(= common 
garden en anglais) qui sont réalisées sur des individus provenant de différ entes populations 
soumises aux mêmes conditions environnementales . Une séparation est alors possible 
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entre la par t due a la différentiation génétique de celle due à la r éponse plastique de 
l' expression phénotn)ique (Miaud & Merila, 2001). D 'autre part, les expériences de 
transplantation r éciproque, où les individus d ' un e population sont déplacés de leur site 
d'origin e vers le site d ' un e.aun·e popul ation ct inver sement. Cette méthode apporte des 
inforrnations sur l'aspect adaptatif J e la plasticité. (Hasse l et al., 2005 ; Irae ta et al ., 2006) . 
A - Jardin commun 
Envi ronnement 1 Environnement 2 
0 • \9 ... ~/ ..... ·- l) _i-':e.rg_e,,ce géneticju <> 
0 • Ca uses em·ironnementales 
Env ironnement 
co mmun 
B - Transplantation reciproque 
Envi ronnement 1 Environn ement 2 
;~; D"ccgcoce gioi<i<" ' 
• ·~0 c'"~' ' "';'"""' '"' """' 
Figure 3. Représentation d'une ex perience de ·« jardin co mmun » et de transpl antation reciproque. 
La taill e des cercles blancs et noirs represente la moyenne phénot ypique des populations vivant 
respecti ve mC' nt dans les environn emC' nl s 1 e l 2. !\ 1 'extrémité des fl èches , la taill r des ce rcles indique la 
moyenn e phénot y.pique des deux po pu lat io ns, une fois pl ad es da ns un nouvel enviro nnement. Deux 
résulta ts possibl es solll illustrés , le premier lorsqu e la différence initiale ent re les pop ul ations est 
déterm inée génétiquement , Je deuxi èm(' JorSCJUC Ja différence eSt uniqu emen t due a J' env ironnement ; 
d 'après Miaud & 1vlcrila (2001 ). 
L'analyse des différences phénotypicrues entr e les générations au cours d'une expérience 
d' évolution expérimentale permet de séparer certains de ces effets . Par exemple , dans 
une expérience d 'évolution expérimentale, les changements phénotypiques observés 
enn·e la génération originelle et la première génération en contact avec le stress 
environnemental (en comparaison avec un conn·ôle) r évèlent des effets de plasticité 
État des connaissances 25 
phenotypique et des E;ffets de selection in tngenerationnelle (Tableau 2). L'etude sur 
plusieurs generations e t la r éalisation cl , ' . expen ences de jarclin commun ou de 
b-anspl antation r éciproque permetten t donc d ' isoler les changem ents génétiques elus à la 
sé lection uniquem ent, cc que nous avons r eali se dans notre étude . 
T ab leau 2 . Mecanismes impliqu és dan s les diffé rences phé notypiques . 
Mécanismes obse rv ées entre les g roupes (contrô les e t stressés) au se in de la m ême gé nération , e t pour un 
même groupe , a t rave rs l esg~n é r at i on s; cl'a pr t'S Kaweeki etal. (2012) . 
DiiTé r en ces phénoty piques entre 
groupes 
Entrl' contrùll':- l'l :'t rc..::oé:o' ~ PO 
Entrl' Pli,., F I 
Emn· FI t·t Fl 
Mé-canismes implictu ées 
· Pl,l :-. llnt l: phl·n tlt )'Jl i<.[Ul' dl·w l, ,ppl'nwn talt· 
- Sl·il't"tlon dirl'l'l (l.lr 1.1 mort.tlîtl· 
. [lli.·t:- tn.lll'l"lll'l .. 
- 1\ lutatlon, l'l dlTtn· gl·nl·!l(jlll' (1n, con:o1dl-rl'l' -. nl·gh!!l';,hll':-) 
· Ch.mgt·nK·n t .. t'llV!ronm·nH:nt.l liX lllCon trc'll t· ... t·n tn• ~l·nl-r,ll!olb (vi .. ihlt• dw;r le groupt• 
t'tHltrt,[l', -!il n:1:'1t') 
- Ell t·t, ~ r ,lndmJtcnll'l" (t·ll ~t:- mJternl'l :' di!H·rcnt it·l..: de PO :-ur F 1 ;1!Tcct.mt le..: 
pl'rforrn;ml·e ..: ciL· l;, m<.·n· F 1) 
- Cll.lllg.t•mt·nt:- t'IIVlnmnt·mt·nt;Jux Jnnmtré,Jl· :-:. el it re gl·nl•rJI"I tm :-
1'1 , = PO,.- POT= pl ast ic ité+ sé lectio n ; 1'11 = FJ ,. - F l 1 = plasti cité+ sé lect ion +effets mate rnels+ 
réponse évol uti ve; 1'1, = F2, .- F2r = plastic ité+ sé lection+ e lfets mat ern ls ( t grand -mat rn ls) + 2 
x réponse évolutive, o ù POe ,· FI ,·, F2,· correspo ndent aux mesures fa ites sur la popul at ion contrôl e à la 
même géni: ratio n que pour les popul atio ns tra it ées (POT, Flr , F2T) · O n a donc si on co nsidère les effe ts 
gra nd-mat e rne ls negli geab les : 1'1 ,- 1'11 = reponse évo luti ve ; 1'1,- 1'11 = r r ponse évo lut ive + effets 
mat ernels. 
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.1. 2.2. Action sur les traits d ' histoire de vie et les comportements 
Parce qu ' ils son t facilement mesurables et .du fait de leur lien étroit avec la Yaleur sélective 
et la démographie d' une population (Falconer & Mackay, 1996 ; Roff, 2002b), les traits 
d' histoir e de vie font souYent 1' objet d 'études en holution expérimentale . Pour ces 
r aisons, nous avons suivi plusieurs de ces traits dans nos expériences. 
Deux hypothèses sont generalement pr ises en compte dans toute étude en évolution 
contemporaine des traits d 'hi stoir.e de vic. Premièrement, le niveau de variabilité 
génétique des tr aits d' histoire de vie et donc leur héritabilité et leur poten tiel évolutif 
sont supposés être plus faibles que ceux des tr aits moins étroitement liés à la valeur 
sé lective (traits morphologiques , comportementaux ou physiologiques ; Mousseau & 
RofT, 1987). Tl n 'existe pas de prédiction simp le sur un fort niveau cl 'héri tabilité pour les 
traits d ' histoire de ù e car. de nombreux patrons de transmission de ces traits 
existent, incluant notamment l' in teraction G xE (Priee & Schluter, 199 1). Toutefois, 
cette faib le héritabilité peut être due à une for te var iabili té environnementale et non pas 
à une réduction , par rapport aux autres tr aits, de la variance génétique additive 
(Charmantier & Garant, 200 5 ). Deuxièmement , il est supposé c1ue l' holution des traits 
d' histoire de vie dépend etroitement de leur implication dans des compromis évolutifs et 
génétiques (Roff, 2002b). Nous pouvons notam ment citer le coût de maintenance, pour · 
cer tains traits cl 'histoire de vie, cl' une for te plasticité phénotypique (De Witt et al . , 1998). 
Les stress commencent à perturber les comportements des organismes à des niveaux 
inférieurs de ceux des traits d ' histoire de vie. Ce la peut avoir des répercussions sur la 
valeur sélective des individus et injine sur la dynamique .de la population (Doving, 1991 ; 
Scott & SI oman, 2004 ; Faucher et al., 2008). Par exemple, en obser vant le 
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compor tem ent, il est possible de détecter des effets a des niveaux plus faibles de pollution 
qu 'avec des observations physiologiclues . 
1. 3. Modéli ser l' évolution 
Lorsque la biologie evolutive a cher ché à intégrer la génétique m endéli enne, ses concepts 
ont dl! être clarifiés grâce a des outil s mathématiques. La formalisation mathématique de 
modèle simple est une manièr e efficace de communiquer des idées. Il faut cependant 
souligner que les résultats dépendent touj ours des hypothèses qui sont faites lors de la 
constTuction du modèle. Selon Thomas et al . (20 10), il existe trois approches principales 
de modélisation en écologie évolu tive : (i) la génétique des populations, c1ui étudie la 
transmission des traits ct le li en entre génotype et phénotype, en ' négligeant la 
démographie des populations ; (ii ) la clynamic1ue adaptative, centrée sur le phénotype qui 
considère les in teractions écologiques entre individus hap loïdes, suivant des modèles 
démographiques, et met de côté la tTansmission d'un trait par plusieurs gènes ; (iii) la 
génétique quantitati\'e, où l 'étude de la variabilité génÙique, de l 'héritabilité et des 
gradients de sélection est indispensable, car les traits soumis à la sé lection sont déterminés 
par plusieurs gènes . 
Dans le cadre de ce projet de recherche, nous avons chois i cl' appliquer des m éthodes 
tirées de la génétique quantitative. Les équations de base de génétique quantitative ont 
été d 'un grand souti en pour tenter d'expliquer ce que nous a\'ons observé dans nos 
expériences sur les mécanismes évolutifs. Nous allons maintenant détaill er et expliquer 
pourquoi nous avons retenu comme approche la génétique Cjuantitative. 
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1. 3. 1. Introduction 
La génétique quantitative voit le jour avec des biométriciens tels que Bateson, Pear son, 
Galton à la fin du XIX'. siècle. Ces scientific1ues ont mis 1' accent sur le fait que la 
distribution continue des traits s' opposait aux théories génétiques de Mendel (Falconer 
& ·Mackay, 1996). Ils jugeaien t incompatibles ces modèles avec la variation hér éditaire 
des traits à variation continue et clone, avec la théorie darwinienn e de 1' évolution 
graduelle . La grande difficul té de la génétique quantitati ve est de modéliser la 
transmission des traits et d ' intégrer une vari abilité environnementale et génétique pour 
chacun cl ' eux . En r evanche , cette m éthode a 1' anntage de m esurer les gr andeurs 
macroscopiques, telles que la Yarian cc d ' un trait, plus facilement que cell es 
microscopiques. Cela fa it de cette discip line un outil de choix lorsque 1 ' on cherche à 
produir e de l ' évolution expérim entalem en t , comm e l 'adaptation d ' une population à un 
polluant (Coutellec & Barata , 20 11 ; Klerks et al. , 20 11 ). 
Le m odèle infini tésimal de Fisher ( 19 18) a permis cl ' établir une cohérence en tre la 
génétique quantitative et les lois de Mendel. Ce modère s'applique à la covariance entr e 
les individus apparentés issus cl ' une r eproduction sexuée ; la r essemblance entre ces 
individus est la conséc1uence du partage d'allèles en com mun. Selon cc modèle , la 
variation pour les tr aits quantitatifs r ésulte de l 'action combinée d ' un grand nom bre 
(infini) de gènes à hérédité mendélienne individuelle . Chacun de ces .loci a un effet 
individuel négligeable (Fisher , 1930; Lyi1ch & Walsh, 1998) . Ce modèle est une bonne 
base à la compréhension génétique de la variation c1uantitative au niveau phénotypique . Il 
a même déjà pu être validé grâce à un modèle de génétique quantitative, couplé aux 
analyses microsatelli tes et basé sur des données r ecueillies clans une petite population 
naturelle de poisson (Thy mallus thy mallus, Salmonidae) à traver s une échelle de temps 
courte (Koskinen et al., 200 2). Les auteurs ont clémontTé que là sélection était le 
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mécanism e de diversification dominant pendant les premiers stades de 1 'évolution des 
traits d 'hi sto ire de vie de cette espèce. Le pouvoir de la sélection naturelle fut 
extrêmement important car les populations originell es étaient composées d'un petit 
nombre de fondateurs. · Ces populations montrent aussi une petite taille effi cace et des 
empreintes génétiques d'un goulot d'etranglement, qtu sont conc1üions favorables à 
1 'influence de la cJ érive génétique. 
1. 3. 2. Décomposer la variation phénotypique 
Pour chacun de ses traits, un individu à une valeur phénotypique. Cette valeur doit être 
considérée par rapport à la moyenne cJes ,·aleurs clans la population (X). Sa valeur relative 
(x,) détermine le r ôle que peut jouer un indiYiclu clans la sé lection. L'écar t à la moye~me 
est P =x, -x. Cet écart à deux composantes : l'influence relative Jcs gènes (G) ct de 
1' environnement (E). Cette cJécomposition elu phénotype est le principe fondamental de 
la génétic]lie quanti tativc. En 1' absence de corr élation en b·e G et E (absence supposée par 
le modèle) on obtient P = (; + E. La variance phénotypique ( Vp) quant à elle est 
cl épcndante J'effets géné tic1ues ( l'c), environnementaux ( Vr) et de leurs interactions 
(l'cxr) : 
de la même manière, la variance génétiqu e peut être décomposée en trois· : la variance 
additive (VA) correspondant à la somme des effets moyens des allèles agissant sur le trait 
observe, la variance duc à la dominance entre les allèles ( !'0 ) et la variance Ùue à 1' épistasie 
entre les allèles des cLfférents loci ( Jl1). Elle se formule ainsi (Falconer & Mackay, 1996; 
Lynch & Walsh, 1998) : 
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Après la décomposition phénotypique , .la seconde équation primordiale en génétique 
quantitative (permettant cl' obtenir l' héritabilité) est 1' éc1uati on cle l'é leveur ( = breecler' s 
equation en anglais) : 
R = h2S, 
où Rest la réponse à la sélection ct S le di!Térenticl de sélection ct h1 l 'héritabilité. Cette 
équation est r ecommandée lors d'experience de sélection artificielle sur un trait ou un 
ensembl e clc traits car S est contrô lable. Il est d'ailleurs import.mt cle noter , que clans le 
cas où cette équation fait int~rvenir plusieurs traits, il Faut alors tenir compte des 
corrélations génétiques entTe eux (Falconer & Macby, 1996; Lynch & Walsh, 1998) . 
Cc c1ue .nous avons appliqué clans cc tTavail (voir article Il), 
Une seconde équation peu l également être uti lisée. C'est l' identité de Robertson-
Priee, aussi appelée second théorème de la sélection naturelle : 
fu = CJ (z 1-11) 
li ' ' 
où /:.. z est le changement attendu entre les générations p our le phénotype moyen z, west 
la valeur sélective relative ct uu(w,z) r eprésente la covariance génétique additive entre z 
ct 1r (Priee, 1970) . Monisscy ct al . (2010) ont synthétisé l'intérêt des J eux équations 
selon les applications. Même si R ct /::,. z ont un sens commun , il existe une différence 
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majeure enb·e ces deux équation ·. L' équ ation de l' élevem ~uggère qu ' il est possib le de 
mesurer la r elation entr e un lTait et sa valeur sé lective (sélection) ct entre un b·ait et des 
gènes (hér itabilité) sépar ém ent. Cette éguation perm et donc de r econsti tuer la façon 
dont des ensembles fini s de b·aits p t' uve nt evolu er , m ais aussi être potentiellem ent 
corrélés cnti·e eux et faire évoluer la vi tesse de variation de la valeur sélective . L'identité 
de Robertson-Pri ee , quant à elle , n 'a gu 'un term e , exigean t ainsi de considérer 
conj oin tem ent la variation de la valeur sé lective et les gènes codant pour un trait afin de 
prédire l'évolution . Or, la compréhension de l ' influence d ' un trait sur la valeur sélective 
ct la faço n dont leur évolution affecte le phénotype sont complém entaires (Kr uuk et a l., 
2003) . La cause directe des changem ents mi croévolu tifs est la r elation cnb·c la valeur 
sélective ct les variations génétigu es , indiffér emm ent de la m ani ère dont cette r elation 
inter vient. T outefois, ccci est probl émati c1ue , en particuli er, pour l 'étude des 
mi croé,·o luti ons cl ans les popu lations naturell es . En effet, ces mi croéYolutions sc 
produisent plus difllcilcm enl. Un e stase , ou mêm e des tc nclanccs phénotypic1u cs 
contraires à l'in tui t ion ~on t aussi fr éc1uentes c1uc des changem ents compatibles avec 
l ' cguation de l' éleveur (Mcrila et al . , 200 1 ; Wil son et al., 2007) . Cependant les deux 
méthocles ont des lacunes pour prédire 1' évolution . En dl'et, l 'hypothèse derrière les 
analyses de sé lecti on concerne le lien entre la valeur sélective et le tTait d ' intér êt (Kruuk 
et al., 200 3). Un e variab le cle l' environnement , com me la guali té des r essources , peut 
notamment in llucr sur la Yalcur du t rait, mais aussi ct indépendamment , avoir un effet 
sur la valeur sélective. Stin chcombc ct al. (200 2) proposent un exemple hypothéticlue 
chez une population de plante. La teneur en azote du sol déterm ine la conccnb·ation en 
alcaloïdes defensif\ ainsi que le taux de croissance de la p lante, clone sa valeur sélective . 
Par conséquent , une corrélation posit ive existe entr e la concentration en alcaloïdes et la 
valeur sélective, bien gue ces alcaloïdes ne confcrent aucun avantage sélectif. Dans ce cas, 
la corrélation générerait un gradient de sélection positif. Si le trait est héritab le, 
32 État des connaissances 
1 'existence cl 'un potentiel évolut if serait pré elite alors que les clitTérenc.cs de valeur 
sélective ne sont associées qu'à la composante (variance et covariance) em·ironnemental e 
du trait. Toutefois, l' équation de 1 ' éleveur a eu plus de succès dans la précliction des 
changenl.ents évolutifs dans les expériences en laboratoire que sur le terrain. De 
nombreuses estimatiom c1uantitatives de la sélection directionnelle ct d'héritabilité ont 
été r éalisées en laboratoire pour des traits ayant une importance écologique (Mousseau & 
Roff, 1987 ; Kingso J.ver et al., 200 1). En général, ces traits sont bien sous sélection 
clirectionnelle ct la variation de ces traits a une base génétique , en particulier les traits 
d' histoire de vie. Nous nous sommes clone limité~ à 1 'utilisation de 1' équation de 1 'éleveur 
dans notre étude. 
Au sens large , l'héri tabilité (H 1) est la proportion de Vp d'une population qui sera 
tnnsmise a la génération suivante . C'est un e éYaluation relative de la variation génétique 
prése nte , incluant des effets de dominance et d'épistasie. Elle mesure les contributions 
re latives des clifférences génétiques ct environnementales clans la 1',, totale : H2 = Vc 1 Vp. 
Cependant puisque seule la variance aclditiYe permet la réponse a la sélection, au sens 
strict, l' hcritabilité (h 1 ) CSt UnC cvalua.tion rcl atiYC de J'A, transmissibl e Ct accessible a la 
sélection naturelle ou artificielle. On peut 1' écrire ainsi : 
L'héritabilité fl uctue Jonc dans le temps en fonction des changements 
environnementaux , de l' effet de la sélection ou par exemple de la cliversité génétic1ue de 
la population. L' héritabilité ést l'une des propriétés les plus importantes d'un trait 
c1uantitatif en génétique quantitative (Falcon er & Mackay, 1996) . Elle a été de 
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nombreuses foi s estimée par la m éthode des r égr essions parent-enfant (Falconer & 
Maekay, 1996 ; Lynch & Walsh , 1998). Cependant cc type d 'appr oche pose plusieurs 
problèmes . Si les mesur es sont faites au 1i1êm e âge , le temps correspondant à la génération 
séparant parents et enfants peut bi aiser les m esures effectuées . De plus, il est difficile de 
s 'affranchir de l'in fl uence d 'effe ts maternels susceptibles de broui ll er la m esur e de 
l'h6ri tabilité des traits (Lynch & Walsh, 1998). D'autres méthodes sont ainsi préfér6es 
comme l 'appli cation du maximum de vraisemblance (Lynch & Walsh, 1998) ou elu 
maximum de vraisemblance restTeint : « le m odèle animal » (Kruuk, 2004). Ces 
méthodes perm et tent de prendre en compte tous les liens de parenté entre individus 
cl' une population et de traiter effic<1ccmcnt la complexité des données recueillies en 
m il ieu naturel (Charmantier & Garant , 2005). 
Même si d'aun-es méthodes existent encore, nous nous focalisons dès à présent sur la 
technique cl es l ignées iso- rem ell es , pour plusieurs raisons , CJU C nous détaiil erons après 
avoir donné un aperçu de cette techniqu e. Elle consiste a isoler des feme ll es clans des 
r épli guats d ' (:levage différents alln d'obtenir des lralTies (David et al . , 2005) . Lorsque 
l'on utilise la techniguc cles lignées iso-femell es , il est impératif d 'hiter : (i) 
l' insém ination d'une fcmellc (ou un hermaphrocLtc) par plusieurs mâles, fi-écluent chez 
les drosophiles (comme chez C. clcaans) ct (ii) la m esure répétée pour des traits sur des 
individus de la. m ême lignée. Ain si, il s' agit alors de séparer ct de o ·oiscr une femelle 
d ' une lignée avec un mâle d ' un e lignée indépenda~te pour générer une nouvelle lignée 
(David et al., 2005). Ell e permet ainsi cl' estimer la corrélation génétique entre des traits 
dans une population grâce à l'observation des valeurs phénotypic[ues intra- et inter lignées 
iso- fem ell es. Il est clone plus simple de quantifier l'interaction G xE, en particulier chez 
les populations naturell es (Parsons & Hosgood, 1967). De plus, la technique donne une 
bonne approximation de 1 'héritabilité au sens strict (Hoffmann & Parsons, 1988) et est 
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r égulièrement utilisée pour analyser les LTaits quantitatifs de populations (Hoffmann & 
Merita, 1999; David et al . , 2005 ; Fanara cL al., 2006). Cette méthode a été r etenue dans 
notre étude pour toutes ces raisons. Une particularité supplémentaire s'ajoute ~ cela, 
grâce au système de reproduction J e notre organism e modèle, C. elcaans. En effet , il est 
possible de créer des lignées , mais avec des hermaphrodites (voir la partie « 2. 2. 2 
Reproduction »). Ainsi, nous préférons désormais utiliser le terme lignée isogén.ique 
(même génotype) dans notre étude plutôt c1ue lignée iso-fem elle (Yoir l'article II) . Une 
fois les lignées créées, elles ne nécessitent plus J e mâles pour obtenir les générations 
s uinntes. Les lignées de C. clcaans conserveront donc une héritabilité plus stabl e au fil 
Jes générati ons clue chez d'autres espèces comm e D. mclanoaastcr (Hoffmann & Parsons, 
1988). De plus, l'utili,sation J e méthode utilisant les liens cle iJarcnté, comme le « modèle 
animal » serait très diffi cile ~ mcttTe en place pour une espèce de petite tai lle où la 
Jjffércnciation entre inJ.ividus ne peut SC faire Clu 'en les séparant, CC Cllli CSt fait Jans la 
méthode des lignées isogéniques, CJU C nous ;wons utilisée. 
l. 3. 3. Étudier les sources de la différentiation entre populations 
Les expériences de type janlin commun ou de transplantation r éciproc1ue perm ettent de 
vérifier si la différentiation entTe Jeux populations est J' orJre gcncticlue OU 
environi1ementale (Lynch & Walsh, 1998}. Il est alors possible d'inb-ocluire un aub-e 
· paramètre , le gradient de sélection (/J) : 
v R =-.., S = V {3. 
V ..1 l' 
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L' extension de cette éguation à plusieurs traits (multivariée) doit tenir compte de la 
covariance génétigue (Co1:) entre ces traits (ici, X et Y) . 
R1. = V.,(X)j3(X) + Cov(X,Y)j3(Y), 
plus généralem entR=Gf3où R est le vecteur d' évolution, fJ le vecteur gradient de 
sé lection et G la matrice de variance-covariance génétigue (Figure4 ; Lande , 1979; Lande 
& Arnold, 1983). La matri ce de variance-covariance génétigue (ou matri ce G) est une 
matrice caractér isant les associations lin éaires (covariances génétic1ues) entre les différents 
traits d ' une population dues a cl es effets géneti c1ues communs. T\ est à. noter que 
l'héritab ili té n'est qu'une pon dération de la va riance additive génétic]u e par la variation 
phénotypique, de m i'· m e c1u'une corr <'· lation génétic]u e (re) entre deux traits correspond 
à la covariance génétique entr e ces traits pondérée par la var iance génétigu e additive de 
chac1ue trait : 
Co v( X, Y) = 'î ; Jv, (X )V" (Y) , 
la matrice G est Jonc en C]uclque sorte une représentation d 'une matrice des héritabilités 
ct des corrélations génétigues entTe les traits . 
Ca ~a c t è re X 
f'igure 4. Représe ntati on g raphiCjll t' d é' la matri cé' de va riancé'-covariance (G) entre d eux trait s (X et Y). 
La matri ce est innue n c~l' par lt> vect <" u r évo luti o n (R) l't lt> vecteur gradie nt d e se lecti on (/J). 
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Un exemple de m odele d' évolution formali sé en génétique quantitative est le« runaway » 
de Fisher ( 19 30). Ce mo&lc tr aite de l' évolu tion cl ' un trait qui n 'est pas directement lié 
J. la val eur sélccti\'c ct basé sur un m écanjsme d 'emball ement par r é troaction positive. En 
effet, c'est une sélection sexuelle par une coéYolution entre un ornement chez le m âle 
(caractère sex uel ~econdairc) ct la prefer ence de la fem elle pour cet ornem ent. Lande 
(1981) a clarifié , grâce à un modèl e continu, le m écanism e de Fisher de spéciation r ap ide 
par la sélection sexuel le : 
( 6~J = c(fJ(T)J M jJ(P) 
où t:,.T ct t:,.p sont ks changements respectifs de la m oye nne du trait chez le mâle ct de la 
préférence chez la femel le ; G est la matrice de va riance-covariance génétic1uc de T ct P ; 
/J(T) ct /](P) sont les grailient~ de sélection de T ct P. La corr élation est générée par la 
sélection dans cc systèm e . En ef'fet, s ' il existe de la variation de préférence entre i'cmclles 
pour le tTait clans la population et CJU C cc trait est sous sélection, la population tend vers 
une corrélation de ces deux trait'\. 
La démarche typic[UC d ' un m o&le cie génétique quantitative consiste clone à exprimer 
simplem ent les graclicnts de sélection, puis éventuellement supp oser la matrice G 
constante, ct enfin à annuler le gradient de sélect ion pour tTouver, s' il y en a, des 
équilibres . Cependant, dans la nature, la matrice G n ' est pas une constante puisqu ' ell e 
resulte J' un . proceSSUS J e mutation, Ue selection , Ue J criYe genetictU C Ct J e 
recombinaison. Son clcgré de variati on dans la nature , concernant les macroévolutions, 
reste d'ailieurs largem ent in connu (Steppan et al., 2002). Néanmoins, la matrice G est 
utile pour prédire les changements cvolutih plus facilement atteignables (Roff, 2000 ; 
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Charmantier et al . , 2008). Ell e dévie la réponse à la sélection vers ces combinaisons de 
valeurs de traits qui ont plus de var iations génétiques. Par conséquent, elle ralentit ou 
accélère la vitesse à laquelle un nouvel état peut être atteint pour certains traits, en 
comparaison d'un e situation 01\ ces traits serai ent indépendants (Steppan et al. , 2002) . 
Ainsi, un e estim ation ci e la matrice G est nécessaire à l' estimation du potenti el évolutif 
d'un e populati on (Cheverud, 1984 ; RofT, 2002b) . 
JI faut clone savoir, ct nous donnerons plus de détail s dans les articl es 2 ct 3, que si cette 
matrice change en fon ction des conditi ons environ nem entales ct au co urs du temps, la 
réponse évolutive des traits n 'est plus précli ctiblc par l 'équation multivari ée de l 'éfcyeur. 
Or, il a déjà été cl émontTé que cette matrice n 'était pas obligato irement stable à travers 
le tcmps(Figurc 5; Steppan ctol., 2002; McGu igan, 2006; Dor oszuketal. , 2008), même 
sur quelques di zaines de générations (SgrèJ & Blows, 2004). De plus, les changements 
1 L .._ 1.. 
clans les conditi ons environnem entales peuvent affecter la varian ce génétique aclclitivc ct 
environnementale des traits (Hoffmann & Meril a, 1999 ; Charmanticr & Garant, 2005) 
ainsi C]U e leur cO\·ariancc (Sgro & Hoffmann, 2004) . 
Ainsi, grâce à nos expériences liées au conce pt ci e génctique quantitative nous avons eu 
la possibilité cie vérifier si le développement dans un IT)il ieu pollué ena-aine un 
changement brusque dans la structure génétique cles b-aits d ' histo ire de vie de C. elcaans. 
De plus nous avons examiné si la matrice cie variance covariance phénotypique (matrice 
P) pouvait nous pennetb-e d 'identi fier des changements de la matrice G (article III). 
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Trait 1 
Figure S. Matri ce G entre d eux trait s . 
Les num éros correspo nd ent à des péri odes succcss iYes ( 1, 2 ct l) au co urs dcscl uc lks la matrice G change 
de stru ct ure , à cause d'un changeme nt cl'enYironn em cnt au début de la pé ri ode' 1. 
2. Materiel 
2.1 . Stress environnementaux cl ' int<~rêts 
De mani ère synthétique, un polluant est un al téragène biologic1uc, physicJUC ou chimic1ue , 
CJUi engendre des effets négatifs sur tout ou une partie d'un écosystème. Ainsi, alors c1ue 
le contaminant sc définit comme toute substance décelée clans un lieu OLl il ne sc trouve 
pas normalement, le polluant quant à lui, est un contaminant ayant un dict sur 
l'ecosystem e. Nous présentom ci-desso us les polluants que nous avons retenus clans le 
cadre de cc travail mais nous donnons plus de clétJ.ils sui· les dTets spécifiques de l'uranium 
et elu sel sur C. eleaans clans les chapitTes CJUi suivent (c'est-à-dire les articles). 
2.1.1. Uranium 
L'uranium (U) est un metal lourd naturel radioactif, omnipresent clans l' environnement. 
L'uranium natur el es t extrait sous forme de minerai composé à 99,275% de l' isotope 
238, à 0,719% de l'i sotope 235 et à 0,0057% de l'isotope 234 (Colle et al., 2001). Hemi 
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Becqu erel découvre en 1896 que des sels d'uranium sont capables de noircir les plaques 
photographiques grâce à l 'émission de rayonnements (Genet , 1995). Cette découverte 
marque le début de 1 'histoir e de l'utilisati on de la racÜoactivité. Après la découverte de 
sa fission , l'manium est très vite devenu un élém ent im portant pour l' activité humaine. 
Il est d' abord uti li sé dans la fabri cation de b ombes nucl éaires comme cell e d'Hiroshima , 
puis clans la product ion d' énergie électriC]Ue . En 2009 , 28% de la production d' énergie 
primaire en Europe ét;'lit d'origin e nucléaire ct avec 78% de sa production d'électricité, 
la France en a fait sa source majeure de production cl ' énergie électrique (Bosch et al., 
2009) . 
Cer taines activités anthropiques (essais militaires , rej ets accidentels, fonctionnement . 
normal des installations nucléaires , etc .) sont responsabl es cl c l 'augmentation de la 
concentration en uranium clans certains écosystèmes aquatiques ct terrestres (l-Iart ct al., 
1986 ; Lozano et of., 2000 ; LI NSCEAR, 2000 ; Lottcnn oscr ct al. , 2005 ; Jurgcns et al. , 
20 10 ; Uralbckov ct al., 20 11 ). Les organismes inféodés à ces écosystèmes peuvent subir 
les effets toxiques de l' uranimn (Coll e et al., 2001 ). Cependant, les données sont peu 
nombreuses, en particu lier pour les organism es des écosystèmes terrestres. Il existe 
quelques résul tats concernant des in \·crtébrés du sol, tels que des arthropodes et des 
annélides (Shcppard ct al., 2005) . En tant que métallour cl, cc p olluant présente une forte 
toxicité chimiqu e pour les organismes (Mill er ct al . , 2002 ; Mathcws et al., 2009). On 
considère en r eva nche que sa rac:Lotoxicité externe est beaucoup moins importante,, à 
cause de sa faible activite (activ ité spéci Fic]UC de 2, 53 10+ Bq. g' 1 LI) ct sa faib le pénétration 
des particules a don t l' uranium est mJ.joritaircment composé (Thomas & Liber , 200 1 
Kuhne et al., 2002). 
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2. 1. 2. Sel 
Le sb-css sJ.lin que nous avons étudié ~ b-a vers 1 ' utilisation de forte concenb-J.tion en 
chlorure de sodium (NaCl) est l' un des mméraux les plus abondants dans 
l'environnem ent, notamm ent dans les océans. Il est en oub-e composé · d 'é léments 
indi spensable à lJ. 'i e, conb·<Urem ent à l 'uranium . 
Plusieu rs activités humaines cntrainent cependant une augmentation des concentrations 
en NaCl dans certains écosystèm es terres tres ctac1uàtic1ues. En efTct, un certain nombre 
d' écosystèmes voient leur quanti té cl' eau diminùer entraînant 1' augmentation de let,u-s 
concentrations en se ls J. cause cle l ' augmen tation des t empératures moyennes (Tabeaud 
& Simon, 1996). De plus, clans certaines r égi01Ù du monde, lorsque les conditions 
climatiques affectent le trafic routier, les r outes verglacées ct enneigées sont salées avec 
principalement du NaCl (Charbonneau, 2006). Cc sel peut se retr om cr dans les 
écosystèmes ac1uatic1ues - de surface ou souterrains - cc CjUi peut alors affecter les 
organismes qu i y vivent (Denoël çt al., 201 0) . Enfin, 1 ' irrigation intensi Ye de certaines 
terres cul tivées est aussi une cause importante de l ' augmentation en sel dans 
l'environnement ct en particulier · dans des so ls (Rengasamy, 2006 ; Venvey & 
Vcrmeulen, 20 11). La pollution au sel requiert donc J'êb-e b-ès serieusement étudiée 
dans les années à venir. 
2. l . 3. Augmentation de la température 
Même si cc n' est pJ.s une polluti on , nous vouli ons égalem ent inb-oduire fe stTess lié à 
]'augmentation de la température, en tant CjUC nouvelle conb-ainte pour estimer les coûts 
adaptatifs (article IV). Nous avons choisi ce :;b-ess environnemental car il est lié au 
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r échauffement climatique global de la pl anète . D 'après le Groupe d'Experts 
Intergouvernemental sur l'Évolution el u C limat (GIEC ou IPCÇ en anglais), la 
température a la surface de la Terre a augm enté en moyenne cl' 1 ° C depuis un siècle . Mais 
cc réchauffement s' es t l"ortem ent accéléré au cours des cinc1uante derni èr es années 
(!PCC, 2007). En 2007 , onze des douze dern ièr es ann ées figuraient au palmarès des 
douze années les plus chaudes depuis 18 50. C'est pourquoi on s'attend à de graves 
conséquences sur les écosys tèmes. D'ailleurs, n ous pouvons citer certains phénomènes 
m eteorologiques extrêmes qui vont s'aggraver , tels que les cani cules ou les sécher esses. 
Or nous savons aujourd ' hui que si la température augmente de plus de 2.5 ° C , une 
extinction 20 à 30% des espèces animales et végétales est possible. C' est don c un ri sque 
pour toutes les populati ons naturelles. 
2. 2 . Modèle b iologique 
2.2. 1. Écologie 
C. eleaans fait partie du r ègne des Métazoaires, de 1 'embranchem ent des Nématodes 
(Classe : Seccrnentca, O rdre : Rhabcliticla , Famill e : Rhabditidac). C. clcaan.1· a été 
découvert pour la pr emi èr e fois Jans des échanti ll ons d ' humus provenant d ' Algérie 
(Maupas, 1900). li est possible de r etrouver des p opulations de C. elegans sur la quasi-
to talité cle notre plan ète en: Afric1ue , Améric1ue elu Nord, Europe, Asie , Australi e et aussi 
bien dans des zones froides (Q uébec , Canada) , très chaudes ct sèches (Californie , Etats -
Unis) ou isolées (Hawa ii, Madère). Ce t organisme bactériophage non -parasitaire , vit 
librement dans les sols mais peut aussi form er une association phorétiquc avec certains 
arthropodes isopodes ou dipl opoùes (mill e-pattes) ct des mollusqu es gastérop odes 
(escargots , limaces) (Barr ière & Félix, 2005b ; l(jontke & Sudhaus, 2006). Lor s de la 
découver te J e ces popula ti ons naturelles , les indi Yi clus étaient généralem ent au stade de 
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r esistance: dauer (Bar rièr e & Félix , 2005a) . Ce stade particulier sera expli qué ci-après . 
En revanche, un e très grande par tie des populations associées à de la matière végétale en 
décomposition (frui t, compost) ne sont p<ts au stade dauer (Barrière & Fé lix , 2005b 
Hodgkin & Par tridge , 2008) . 
2. 2. 2. Reproduction 
Son système de reproduction est l' ,mdrodioécie, c'est-à-dire c1ue les in di vi dus sont soit 
des hermaphrodites XX, soit des mâles XO. La présence de m âles est facu ltative dans une 
population car les hermaphrodites peuvent sc reproduire par autofécondation . De plus, 
la fécon dation croisée n 'est possib le CjU' en l n : un hermaphrodite ct un mi le. Un 
hcrm <tphrodi tc pond au m aximum 300 embryons. Cc nombre l~s t limité par la quantité 
de· sper me produi t aYant les ovocytes . En revanche , cette limi tation affecte plutôt la 
production d'ovocytes en cas de restriction caloriCjLIC, la taille de ponte est alors plus 
petite (Goranson ct al . , 2005). Les tail les de ponte sont bien plus élevées en présence de 
miles: de ux à c1uatr e fois plus d 'embryons dans la population (LaMunyon & Ward , 1995; 
1998) . La pr ésence de miles dépend du taux de production spontanée par non-
disjonction du chromosome X à la m éiose ct de leur effi cacité à féconder les 
hermaphrodites (Bardèr e & Félix , 2005b). Au laboratoire la non"disjonction spontanée 
du chromosome X sc produit à un faible taux (1 %o) mais peut varier lors d'altér<ttions 
des conditions etwironnementalcs comme l ' augmentation de la température (N igon & 
Dougherty, 1949). Il est possible de distinguer m orphologic1ucment lc!:i mâles (Figure 6A) 
ct les hermaphrodites (Figure 6B). En effet, les m âles possèdent un appar eil copulateur à 
l'extrémité arrière (Sulston ct al . , 1980). 
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Fi gure 6. Photographie d'un mâle(:\) et d'un herm Jphrod it<: (B) chez C. elegans. 
Modif'iee d'après le sitl' WonnJtlas ht tp:/ /www.wor matlas.o rg / male/introd uction / 
lntrof"rJmeset .html. 
2. 2. 3. Forme de résistance 
Lorsque les conditi ons de vie sont tTop sévères, par exempl e une température trop élevée 
(~27°C) ou un n1an c1u e de nourriture , le stade larvaire clauer est induit. Il existe aussi 
une phéromone pe rm ettant le passage Yc rs celte forme de r ésistance, lorsc1uc la densité 
dépendance est trop importante. En effet, la phérom one est alors en quanti te suffisante 
pour in <.luire cc changement clans le cycle de vic. De plus, si ell e est coupl ée à une 
température slTCssantc , l ' induction en c.laucr sera r enforcée (Golden & R.idcllc , 1984). 
Cette larve est capable de vi\Te six mois ct peut migrer sur de plus longues distances 
qu' un adul te hermaphrodite. Les lar ves ont la possibilité de passer par ce stade après le 
stade L1 en passan t d'abord au stade L2cl (pr c- cl auer). Il s r eprennent ensuite leur cycle 
de vie à partir elu stade larvaire L4 (Figure 7) , lorsque les C0[1 d.i tions du milieu sont plus 
favorab les (Cassacla & Russell, 197 5 ; Ai lion & Thomas, 2000). 
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Figurt' 7. Cycle ck vie de C. clegam à 20°C. 
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Larve L 1 
(- 12 h) ) 
La du r ée de chacun des stadl' S (la l'cr til isat ion cotTCS I)ond au le mps l = 0 min) est indigu éc entre 
parent hèses ; m od ifiée d' a1Jrès k sit e Wo nn l\tlas : http :/ /www.worm aths.or~ /. he r m aph ro dit e/ 
int rod ucti o n 1 ln t rol'ra nwsct. h t ml . 
2. 2:.4 . Un animal m odèle de laboratoire 
A 20°C, la temperature de rdhence (Bycrly ct al. , 1976) , la taille adulte de C. elegans est 
d ' 1, 1 mm , sa longévité es t cl ' environ 2 l jours, sa féconclitc (lors d 'une autofcconclation 
exclusive) est de 180 à 300 embryons par inclividù et son cycle de vic est de trois jours 
(Figure 7). De ce fai t , ce m odèle animJ. l, nous offre dans le domaine de la biologie 
évolutive cxpérirncntJ.le la possibilité de traYJ. ill ~r sur un grand nombre d ' individus ct de 
générations (Braendle et al. , 2008) , sous une loupe binoculaire (Figur e 8). 
Les connJ.issances acquises sur C. clegans depuis des décennies (Nigon & Do ugherty, 
1949; Brenner, 1974) J.!lant cle sa physio logie (organism e eutélic[ue cle 959 cellules chez 
l'herm aphrodi te) , à son génom e to talem ent séc1ucncé ( 100 millions de paires de bases sur 
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ces six chromosomes) en font un organisme de r éférence pour mener des expériences a 
différe ntes échelles, du moléculaire à la réponse phénotypique (Félix, 1997 ; Araiz et al., 
2008). 
F i ~urc· 8. Observati on de C. clegans sous un e loupt' binoculaire. 
l.rs in dividus sc déplacrn t sur leur mili eu dr culture et sf' nourri ssent de bactéri es 1:. co li ; té) J-1vl 
Bonzo m / IRSN. 
2.2 .. 5. La souche N2 
La souche de référence en laboratoire, de type sauvage (N2), fut isol ée de 1 'humus utilisé 
pour un e culture de champignon au Royaume- Uni (Staniland, 1957) . Elle est la plus 
communément utilisée ct l'Cotoxicologie (Dhawan et al. , 2000 ; Anderson et al . , 2001 ; 
Guo et al., 2009) et est r écemment devenu un e référence en biologi e évolutive (Braendle 
et al., 2008; Morran et al. , 2009). Pour ces raisons, nous nous sommes fo calisés d ' abord 
sur cette souche pour r éali ser nos premières expériences (articl e I) . Toutefoi s, la souche 
N2 a une divers ité génétique extT2:mement faible elu fa it_ de sa culture en laboratoire 
depuis plus de 50 ans et n 'est pas adaptée dans le cadre de nos expériences . Henri que 
Tcot6nio, cher cheur à 1 'Institut Gulbenh.m de Sciences (Portugal) a construit une 
population à partir de croisements par pair e de 16 isolats sauvages (probablement 13 
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haplotypes d 'après Teo t6n.io) . Cette p opulation p9ssedc une grande diversité génétique 
grâce à une dynamique de population caractérisée par un taux constant de 50 % de 
fé-condation croisée . Elle sc b·ouve dans des conditions de laboratoire bien définies depuis 
140 générations. À partir la génération 0, l' éctuilibre recombinaison-sélection a été réalisé 
sans perte significative de la diversité génétic1ue. De plus, malgré la recombinaison des 
souches, la sb·ucture de déséquilibre de liaison suit ce qui est connu de C. eleaans à l' état 
sauvage (Kawecki ct al., 20 12; Teot6nio et al., 2012). Henric1ue Teot6nio nous a 
gracieusement fournie cette population afin de réaliser nos expériences (article II à IV). 
Dans l' annexe A, nous présentons la comparaison des effets ùe l' uranium sur la 
population N2 ct ce lle de T eot6nio. 
2.3 . Conditions de culture 
2. 3. 1. Milieu de vic 
Plusieurs milieux de vie peuvent être utili sés afin de réaliser des mesures phénotypiques 
chez C. cleaons. Nous aurions pu utiliser une méthode de cultur e assez courante en 
écotoxicologie, qui consiste à de~ tests de toxicité en milieu aqueux , dans des 
microplac1ues . Dans cc cas , beaL;coup plus cl ' organismes peuvent être testés pour une plus 
large gamme de conccnb·ations (Wi lliams & Dusenbery, 1990 ; Dhawan et al., 1999) . 
Néanmoins, certains critères cl ' effets, tels que le succès reproducteur ct certains 
com portements sont très difTicilcrncnt obscn-ablcs en milieu lic1uide. Or il n ' es t pas 
recommandé d' inb·ocluin: un · changement de milieu (lic1uicle vers solide) dans des 
expériences. Cela risque en effet d'apporter un sb·ess supplémentaires pour les individus. 
Il est aussi possible de b·availler avec des échantillons de sol, naturel ou artificie l (Freeman 
et al., 1999 ; ASTM, 2002) . Cela permet de travai ller avec un milieu de vie plus proche 
des conditions naturelles mais les obsenations sous une loupe binoculaire sont moins 
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aisées qu'avec un mil ieu agar (translucide). Nous avons donc chois i d' uti liser un m ilieu 
gélosé d ' élevage, sur boîte de Petri, le Nematode Growth Medi um (NGM ; Brenner , 
1974-) mais mochfié (voir les raisons dans 1' article I) . L' élevage de C. eleaans ainsi que.les 
expériences peuYent se fair e sur des boîtes de Petri et dans des plaques de culture 
ce llulaire (par exemple plaque 12 puits) contenant le N G M (Figure 9; Stiernagle, 2006). 
l es valeurs des traits J' histoire J e vie sont ainsi aisément obsen-ables , ce qui nous importe 
le pl us. Lor sque l'on décide de transférer des indiYidus d'une boîte de Pcb·i à un e autre, 
il suffit d ' attraper les individus a\'ec un fi l de platine, monté sur une pipette Pasteur, qu 'il 
faut préalablem ent chauffer pour é,·iter tout t' contamination notamment bactérienne 
(Figure 1 0). 
f-igure 9. Pr'paration du mili eu de culture ( GM) contaminé avec de l' uranium . 
Préparati on dan s de~ boîtes de Petri de 9 cm de diam-ètre ct des plaques 12 puits; © J-fl·l Bonzom/ IRSN. 
2.3.2 . Nourriture 
Après le séchage elu NG M, les boîtes de PetT i ont été ensemencées avec des bactéries 
Escheri ch ia coli Eschcrich de la variété OPSO . Cette souche es t auxotrophe à l'uracil e ce 
C[Ui limite sa cro issance sur le NGM et clone facilite les obser vations (Brenner, 1974-). La 
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culture bactérienne est r ealisée durant 24h en milieu standard : le bouillon lysogene (= 
Lysogeny Broth en anglais , LB) , cl ans un incubateur à 37°C ct s~r une table d 'agitation 
. (120 rpm) . Ainsi nous pouvons considér er la population a son seuil maxim al (Sutphin & 
Kaeberlein, 2009). JI est cependant possible cie r e -concentr er les bactéries clans un 
volume plus faib le à travers un.e étape de ccntTifugation. L' ensem encement des boîtes de 
Petri contenant le NG M peut alors être pratiqué . Les bactéries ont été ensuite tuées grâce 
itl ' émission d' UV . Le but étai t cl ' é\iter au m aximum <.]u ' il y ait des di ffér ences, en term es 
cie c1uanti té de no urri ture , cntTe les milieux contamin és ct les mili eux contrôles . En effet, 
on ne peut pas exclure un effet négàtif du polluant sur la croissance bactérienne. D e plus, 
en tuant les bactérie.; E. coli , on évite la mort prém aturée des individus âgés (dont la 
vitesse de digesti on est plus lente) à cause cie la prolifération de bactéries clans leur tùbe 
digestif (Garigan et al. , 2002). Il fau t aussi noter que le NGM est composé de cholestérol 
car C. clcauns ne syn thétise pas ce tte molécule indispensable à son cléYcloppcm ent. Cc CJUi 
signifie que dans la nature , C. clcaam doit également consommer des eucaryotes ou des 
moisissures unicellulaires, possédant du cholestér ol contrair em ent aux bactér ies ( Kessin 
ct al . , 1996). Pour plus· de détail , le lecteur sc r éférera aux sections « Material and 
methocls » des chapitres suivants (c'est-à-dire les articles) . 
Figure 1 O. Transfert d 'un Individu d ' un puits il un autre (plaque 12 pui ts) 
Transfe rt réalisé grâce j un fil de platine mont e sur une pipet te Pasteur et prealablement chauffé ; © J -M 
Bonzom/IRSN . . 
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2.4-. Analyses statistiques 
Tout d'abord, nous dirons quelgucs mots sur les m odèles lin éaires générali sés mixtes 
(= genera li sed lincar mixed mode] en anglais, GLMM), puisque nous les a\'ons la1'gem ent 
utilisés tout au long de ce travail. Nous avons égalem ent choisi d 'uti li ser ces modtJes 
~ ~ 
dans un cadre statistigue bayésien ct n on fréquentiste. Comm e l ' inférence fr équentiste 
est plus traditionnell em ent utilisée en bi ologie , nous présenterons ci-desso us l'inférence 
bayésienne e t l ' in tér êt qu 'e ll e avait pour nos étud es , sans toutefois entrer dans les détails 
mathém atiques. 
2.-4. 1. Modèle mixte 
Un mod èle mi xte est avant tout un e extension d'un mod èle lin bire. Un modèle linéaire 
est une hypothèse statistiqu e où l 'on cherche à exprimer linéairement un e ou plusi eurs 
vari ab les réponses (modè les uni- ou multivari és) en fon ction d'une ou plusieurs variables 
expli catives. Un modèle li néaire. gé nérali sé permet en plus de cr éer des modèles pour 
une variable réponse dont la distr ibuti on ·des erreurs n ' est pas gaussienne, mais une 
distribution de Poisson ou binaire pa~ exempl e (Pinheiro & Bates, 2000). 
Les modèl es mi xtes per mettent de m odéliser la moyenne et la variance d'une \·ariable 
r éponse en fonction J'effets fixes ct aléatoires. Souvent, la distinction entre fixe et 
aléatoire est donnée par des exemples: la population, l'inchidu, le f1acon ou la boite de 
Petri sont" aléatoires, mais le sexe, le traitement et l' âge sont fi xes. Cependant, cela ne 
confère aucun e compréhension de cc que signifie de traiter un effet comme étant fixe ou 
aléatoire. Lorsqu e nous traitons un effet fixe , nous considérons que la seule information 
r elative à sa valeur prO\'ÎCnt des données associées à cc niveau particulier. Les effets fixes 
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sont donc censés être mesurés sans erreur ct leurs valeurs sont les mêmes d'une étude a 
l'aub-e. Ce sont les effets étudiés clans les modèles linéaires simpl es. Si nous b·aitons un 
effet aléatoire , nous utilisons également cette information, mais elle est pondérée car 
d'aub·es données nous renseignent sur les valeurs probables que les effets pourraient 
prendre. Ainsi, les valeurs sont considérées comme provenan t d'un échantillon aléatoire 
issu d'une population plus large des valeurs que pourrait avoir cette variable. Ceci permet 
de généraliser les rés"ultats obtenus a l' ensemble des valeurs possibles de cette variable 
clans la population (Pinheiro & Batcs , 2000) . 
2.4.2 . Iriférencc bayésienne 
L'inférence fréquentistc et bayésienne so nt deux méthodes qui donnent des r ésultats 
valables ct correspondent a de la modélisation stochasticlUC. Leur difTércncc porte 
csscnticll~mcnt sur les apriori permettant de poser les modèles. L' inférence bayésicnnc 
est une méthode util isant les règles J e Bayes pour n ': viser l'estim ation de la probabilité · 
d'une hyp othèse lorsc1ue Je nouvelles informations sont acquises (Bayes, 1763). 
L'inférence fréqucntistc tire des conclusions a partir cl' échanti llons statistiques. Depuis 
le XVIII''""' siècle, les deux écoles s'affrontent. La vision fréc1u entistc s'est imposée ;wcc le 
déve loppement des statistiques, à la fin du XIX''""' siècle. Toutefois, 1' essor J e 
l' infor matique a permis un _gJ-,mcl dén:loppement Je l' approche bayésiennc . 
Lecoub·e (2005) explic1ue de manière détaillée la différence enb·e ces deux approches ct 
notamment, la cli!Tércncc cntTe un interYallc de confiance ct de crédibilité. L'intervalle 
Je confiance obtenu par l'inférence fi-écluenti stc, correspond aux bornes pour 
l' échantillon observé. Les bornes pour un paramètre donné sont Jonc des grandeurs 
aléatoires C]Ui \'aricnt en fonction de 1' échanti ll on. A 1 'in verse, dans l'inférence 
État des connaissances 51 
bayésienne, on cherche expli citement la probabili té ·des val eurs possibl es du param ètre. 
A par tir d ' un état de connaissance ini tial form alisé par une ilistr ibution a priori et des 
données, nous obtenons une distribution a posteriori qui expr ime directement 
l'incertitude sur le param ètr e , en fon cti on de l' échantillon obsen-é. Ainsi, la dish·ibution 
a posteriori combi ne l ' infor mation initiale et cell e des données . On obtient alors un 
interva lle de crédibilité (nomm é ainsi pour le distin guer de l ' in te rvalle de confiance). 
- .._ 
Nous avons choisi cl' utiliser une méthode bayésiennc à partir de l 'article II , 
essentiell em ent p our deux r aisons. T out d 'ab ord, les estim ations des distributions a 
posteri ori pour les paramètres (par exemple les vari ances) n ous perm ettent de faire des 
calculs d'autr es · paramètres (par exem pl e les héri tabili tés) pour toute la di stribution 
(Figur e 11 ). Cc ne sont cl one pas des estimati ons ponctuell es , com m e cel les obtenu es par 
l' inférence fréquentislc. Ensuite, dans le cadre de l'utilisation de GLMM par inférence 
fréquc.ntiste , 1 'utilisation du max im um de \Taisemblance rcsb·ein t (= r estricted 
maxim um likelihoocl en anglai s, REML) est limité avec des modèles utilisant des 
Wsb·ibutions qui ne sont pas gaussiennes (McCu ll och & Searle, 2001). En revanche, les 
méthodes de Monte Carlo par chaîne de Markov Monte (= Mar kov chain Monte Carlo . 
en anglais, MC MC) u ti li sé par les mo dèles bayésiens sont plus r obustes pour les GLMM 
(Browne & Draper, 2006). Toutefois la méthode MCMC peut êh·c beaucoup plus lente 
(le temps cl' analyse augmente). De plus, les modèles bayésiens sont plus techniques à 
util iser, notamment pour la spécification de la ilisb·ibution a priori (= prior), qui n'existe 
pas pour les m éthodes REML. Une attention particulière doit donc être donnée à cette 
spécification. 
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(A) Tracé de la parti e postéri eure echantillonnéc· dan s un m ocl i: lc baytsi(:'n, a c-o nsidérer comm e un e shi e 
chrono logtgu e ci e 1 200 000 it é rati ons po ut· l' es timat ion du param ètre. (13) btimal ion de la densit é a 
posteriori d'un paramètr r ap rès 1 200 000 itéra l io ns. 
OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES 
Dans ce chapitre, sont présentés les quatre objectifs spécifiques de ce travail de doctorat, 
sous forme de questions. Par ·ailleurs, pour chacune des questions, les hypothèses sont 
exposées. À la suite , les r ésultats et les discussions de nos travaux pour chacun de ces 
objectifs sont présentés sous form e d ' articles scientifiques r édigés en anglais . 
54 Objectifs et hypothèses 
1. Quels sont les effets à court term e d ' un e pollution chroniqué en uranium ? 
Avant d 'enb·eprenclre toute étude des effets d'tm polluant sur l 'éyolution d 'une 
population (c'est-à-dire étude multigénérationnelle), il est nécessaire de bien connaître à 
quelles concenb·ations les effets de ce p olluant s0nt obser vés sur les b·aits d ' histoires de 
vie de l ' espèce étudiée . Il était en particulier nécessaire de déterminer une gamme de 
concentrations en uranium allant des concentrations qui ne perturbent pas la 
r eproduction des individus aux concentrations entraînant la m ort de 100 % des individus 
au sein de la population. D e plus, à travers cette première expérience, nous voulions 
mesurer les effets de l 'uranimn sur les trois premières générations d' exposition pour 
comm encer à. apprehender la direction de la r éponse évolutive pour chacun des traits 
étudiés. Nous souhaitions égalem ent mesurer la capacité d ' acclimatation de la p opulation 
dans un milieu contaminé à l'uranium . A notre connaissance , il existe extrêmem ent peu 
de données concernant les effets de l'uranium sur C. elegans (et sur les Métazoaires 
terrestres plus généralement), et aucunes sur la reproduction ou la croissance (Jiang et 
al., 2007 ;Jiang etal. , 2009). 
H vvothèses : 
..., ' 
1- L'augmentation de la concentration en uranium dans le mili eu cif[ecte les traits d'histoire de vie 
de C. elegans selon une relation dose-réponse. 
2- Par rapport aux ifjets à la 1ère g énérati on, les effets de l'uranium s'amplifient durant les 
générations suirantes. 
N B : Nous avons également mesuré , sur une seule génér ation, les effets du sel à 
différentes concentrations sur C. elegans (annexe B). 
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2. Quels sont les effets à court terme de 1' uranium et du sel sur 1' expression de la 
structure génétique des ditJér ents traits d 'histoire de vie ? 
La deuxième étape de ce proj et était d 'estim er la structure génétique des traits analysés 
et pour les concenb-ations en polluants r etenues (voir article I et annexe B), car la 
nriabilité génétique es t un facteur essentiel à l 'évolution d 'une populati on . Les traits que 
nous avons choisis sont quantitatifs . Cette variation quantitative est supposée être 
influencée par un grand 1~ombre de gènes aux effets individuels minim es (information 
génétique tr ansmise dans les œ ufs p ondus) et par 1' emrjronnem ent (milieu de 
développement). La distribution de ces traits est supposée suivre souvent une distribution 
normale mêm e si d ' autres distributions existent (Falconer & Mackay, 1996). 
Afin de faire face à la p ollution par la sélection naturelle , la population de C. elegans 
étudiée doit disposer de mécanism es de r ésistance permettant une r ésistance , a minima 
chez certains génotypes. Le potentiel h olutif des indi,rj dus à vivre dans un 
environnem ent b·ès stressant dépendra de l'intensité des pressions de sélection, mais aussi 
de la structure génétique des tr aits d ' hist oire de vie . Si l' expression de cette structure 
peut changer dans un emironnem ent sb-essant, il est nécessaire de quantifier ces 
changements afin d'estimer le p otentiel évolutif de la population dans ce nouvel 
environnement. ous avons donc étudié l 'expression de la structure génétique des traits 
dans b-ois emironn em ents (contrô le , uranium, sel) chez des lignées isogéniques. 
H vpothèses de travai l : 
;;; . 
1- Il existe une structure génétiq ue des traits d'histoire de vie. 
2- La structure génétique est stable malgré les changements d 'en vironnement. 
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3. Quelle est la vitesse de r éponse microévolutive des traits d\me population exposée à 
un\= pollution pendant plusieurs générations ? 
L'obj ectif principal de ce tte partie était de m ettre en évidence les modifications des 
valeurs de traits au traYers des générations et de tester si ces modifications étaient 
associées à des changements génétiques intergénérationnels. En effet, l ' habilité d'un e 
population à s' adapter à des stress environnementaux dépend de sa variation génétique 
pour certains traits d 'histoire de vie écologiquem ent essentiels. Pour ces traits 
polygéniques , les fr équences des allèles sur de nombreux loci peuvent changer en réponse 
à la sélection (Falconer & Mackay, 1996). Nous nous sommes intér essés égalem ent à la 
' 
structure phénotypique entre les traits d 'histoire de vie pour mettre en évidence tout 
changement de la structure génétique au cours du temps. 
Il est également supposé qu 'un environnem ent fluctuant pourrait exercer des pressions 
de sélection variables sur une population, ce qui maintiendrait une certaine variance 
génétique des traits, contrairem ent à un environnem ent constant (par exemple Reed et 
al., 200 3) . Ainsi, les populations vivant dans un emironnement nriable de\Taient r évéler 
une r éponse évolutive plus faible . Dans cette expérience , nous avons quantifié les 
modifications phénotypiques d ' une population de C. elegans exposée, pendant plusieurs 
générations, à différentes pollutions de son milieu de vie . 
H_,vpothèses de travail : 
1- Les traits répondent à la sélection en quelques générations (mi croé1·olution/ 
2- La vitesse de réponse évolutive dépend du polluant (pressions de sélection différentes) . 
3- La vitesse de réponse évoluti ve dépend du type de pollution (constante oujluctuante) . 
4- La réponse émluti ve est dépendante de l 'architecture génétique. 
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4 . La sélection entraîne-t-elle des coùts adaptatifs? 
Localement, la diver sité génétique des p opulations naturell es de C. elegans augmente 
fortem ent par rapport à leur diversité m ondiale (Barrièr e & Félix, 2005 a). Or dans le cas 
où une population s' adapte à certaines concentrations sublétales d 'un polluant (voir 
article III) , la for ce de la sélection p eut induire une hyperspécialisation et des coûts sont 
alor s associés à cette adaptation. Toutefois cette population peut être capable de faire plus 
facilement face à une autre pollution plus sévèr e , grâce à la sélection de certains 
individus : les plus r ésistants o u ceux s'acclimatant le plus vite et le mieux. C'est une 
sélection de la résistance (par exemple W ard & Robinson, 2005 ; Jansen et al ., 201lb) . 
Ainsi , selon le nouveau milieu dans lequel les populations sont placées après une h olution 
dans un milieu pollué, les réper cussions sur les tnits d ' histoire de vie peuvent être 
positives ou négatives. Ces risques doivent être identifiés et pris en compte dans 
1' évaluati on des risques écologiques associés à la pollution pour amélior er sa p ertinence. 
Nous avons donc r éalisés des expériences en jardins communs et de b·ansplantations 
r éciproques clans différents environnem ents pour évaluer les coùts adaptifs aux pollutions 
précédemm ent étudiées (voir question précédente) . 
Hypothèses de travai l : 
1- Une part des modifications phénotypiques est due aux adaptations de la population aux pollu tions 
(différentiation génétique). 
2- La valeur sélectil·e des populations adaptées à une pollution est plus faible, dan s un em 'ironnement 
sans contamination ou un nouvel environnement stressant, que celle des populations originelles . 
3- Les coûts adaptatifs se mettent en place progressivement, en fonction de la réponse évolutive. 
4- Les coûts adaptatifs sont plus faibles pour des populations adaptées à une alternance de deux 
polluants qu ' è1 une pollution constan te: 
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ARTICLE I 
RAPID PHENOTYPIC CHAN GES IN CAENORHABDITIS ELEGANS liN DER 
URANIUM EXPOSURE 
Morgan Dutilleul, Laurie Lemaire , D enis Réale, Catherine Lecomte, Simon Galas , Jean-
Mar c Bonzom. Submitted to Ecotox.icology 
Abstract 
When exposed to a poll utant affecting fitness , populati ons can be affccted by novel 
selecti on pressures related to the expositi on~ and thal depend on the concentration of the 
pollutant . The main w ays to r cspond to the stress are acclimation (i .e. plastic changes) 
and adaptation (i.e . genetic changes). Acclimation provides a quick and short response to 
emironmental changes and adaptation can have longer -term implications on the fu ture of 
the population . One way of studying these r esponses is to conduct studies on the 
phenOt)1Jic changes occurr ing across generations in populations exper im ental! y subjected 
to a selectiYe factor (i.e . multig nerational test). Su ch never be en performed with 
uranium (U). Here , we explor e the phenotypic changes across thr ee generations in 
experimental Caenorh abditis elegans populations exposed to different U concentrations. In 
the first generation we detected significant negative effects of U on survival, generation 
time, brood size, body length and body bend . These effects increased \vi th increasing li -
concentration. Besicles, the strength of scie tion prcssur s indue d by cliff r nt li -
concentrations changed the direction of the phenotypi c r esponse across gener ations: 
negative effects \vere reduced for lo\\·er U -concentrations indicating a potential 
improvem ent by acclimation, and vver e amplified for high li -concentrations. 
Consequent! y, un der high li -concentrations acclimation m ay not permit the population 
to a void extinction and the only way to face pollution seemed to be adaptation to uranium 
in the subsequent generations. O ur r esults highlight the need to consider changes across 
generations to enhance environmental r isk assessment related to li-pollution. 
Keywords : Caenorhabditis elegans, chronic exposure, experimental ·evolution, phenotypic 
changes , uranium 
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1. Introduction 
The demographical consequences of pollutants on populations have largely b een studied 
in ecotoxicology . However, most of these studies have focused their attention on \•vi thin-
generation effects , ,,·hereas it is well known that pollutants acting on both survival and 
r eproduction could also lead to eYolution.ary changes occurring across several generations 
(reviewed by Coutellec & Bara ta, 2011). Su ch evolutionary changes can modula te the 
demographie r esponses of the population to the p ollutant over time (e .g. evolutionary 
r escue: Bell & Collins, 2008) . Therefor e, it is important to examine hovv p opul ations ar e 
affected by the pollutant by studying m ore than one generation . 
Populations can shovv three differ ent types of r esp onse to a change in the enYironment: 
(i) within- individual phenotypic plasticity (Scheiner, 1993); (ii) cross -generation 
phenotypic plasticity (i. e. maternai effects; Rasanen & Kruuk, 2007); and (iii) rapid 
genetic changes through selecti on of differ ent genotypes (i. e . local adaptation; Hedrick, 
2006 ; Hendry & Gonzalez, 2008). The fir st two types of r esponse can b e det ected as 
soon as the first and the second generations that experience the change in envir onmental 
conditions, and ar e generally call ed acclimation. For example , in the case of pollution, 
indi\iduals can suffer negative effects · on severa! life history traits during the first 
generation and its effects can be amplified or attenuated in the next generation (Wang & 
Wang, 2008a ; Massarin et al . , 20 10 ; Coutellec et al., 2011) . In contrast, selection acts 
across generation through clifferential reduction ofincJi,·icluals' fitness clepending on their 
sensitivity to the new enYironm ental conclitions or even elimination of the most sensitive 
individuals (Ward & Robinson, 2005 ; M edina et al . , 2007 ; Morgan et al., 2007). When 
selection pressures are too strong, acclimation m ay no~ b e sufficient for the population 
to withstand the stress indu ced by the new environm ental conditions (Morgan et al., 
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2007). It leads evolutionary response to selection to be the only effect r esponsible for 
most of the phenotypic changes obsened between generations. 
The power of detection of the e\·olutionary response depends on both the strength of 
selection pressures and on the heritability of the r esistance trait, and increases with the 
number of generations (Hoffmann & Merila, 1999). Long-term exposure to a pollutant 
is assumed to .have led to local adaptation and improved resistance in populations exposed 
to he avy metal pollution (Shirley & Sibl y, 1999 ; Reed et al. , 2003 ; Hendry et al., 2007 ; 
Morgan et al., 2007 ; Hendrickx et al., 2008). Therefore , it is essential to consider 
multigenerational responses to highlight the evolutionary dynamics of a population to 
pollution . 
ln this study, wc cxamincd the phcnotypi c r esponses of Caenorlwbditis eleaans populations 
to contan1ination by different uranium (U) concentrations across three generations. 
Although the eYolutionary changes incr ease with the number of generations (Lynch & 
Walsh, 1998), only three generations are necessary to know the direction of that r esponse 
of the trait to selection. Three generations is the minimum number to be able to evalua te 
the impact of the threc differ ent eYolutionary processes that allow a population to r espond 
to changes in their enYironment. Phenotypic plasticity and selection are combined to 
modify the affected traits \\"ithin the first generation subject to the change in the 
enùronment (e.g. a nove l pollutant) . Inter -gcnerational plasticity and selection both can 
explain the changes in the trait from generation one to generation two. From generation 
two to generation three, plastic effects are assumed to have the same effect at ali the 
generations and are not r esponsible for any m ore changes bètween generations. So , only 
selection pressures can ex plain a fur th er change in the trait ( cheù1er, 199 3 ; Mousseau 
& F.ox, 1998 ; Gagliano & McCormick, 2007 ; Rasanen & Kruuk, 2007). Information 
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provided by a three -generation experiment can th us improYe our knowledge of the risks 
associated with a range of concentrations of a pollutant, while keeping experiments as 
short as possible. 
The concentration of U , a natural r adioactive heayy m etal, in sediments or surface soils 
has increased r ecently as a r esult of human activities (e .g . mining, scientific r esearch , 
military use of depleted uranium). On ayerage, the concentration ofnatural U is 2 mg U 
kt 1 in soi! ( ~0.008 mM U). However, concentrations in contaminated sites can r each up 
to 50 to 1000 mg U kg·1 (~0 . 2 to 4. 2 mM U; UNSCEAR, 2000) . For example , maximwn 
concentrations of 110 mg U kg·1 dry wt (~ 0.5 mM U) have been detected in soilsn ear 
mining sites in Australia (Lottermoser et al., 2005). Consequent! y, the organism s in these 
environments have been found to suffer high U-toxic effects (e .g. terrestrial 
in vertebrates , zooplanktonic inw rtebrates , epibenthic m acro-invertebrates and fi sh; 
Sheppard et al., 2005 and r efer ences therein). Exposure to natural U, whose main isotope 
is 238 U (99.3 °/c>), may induce both chemical and radiological (alpha particl e emission) 
effects. Because of its low specifie acti,rity (2.53 x 104 Bcr.g·1 li), U is assumed to have 
higher chemotox.i c than radiotoxic effects (Kuhne et al., 2002). Nonetheless, its 
radiotoxicity cannot be neglected (Thomas & Liber, 200 1). 
Free-Ji,ring forms of the nem atode C. elegans haYe been used as a m ode! to assess both (i) 
the toxicity of heayy rn etals and other pollutants (S\\·ain ct al ., 2004 ; Shen et al., 2009; 
Tominaga et al , 2003 ; Harada et al ., 2007 ; Sochm·a et al ., 2007) , and (ii) the 
evolutionary r esponses to severa! selective agents ( e . g . pesticides : Lopes et al . , 2008; 
starvation: Morran et al . , 2009; parasites : Schulte et al., 20 10). C. elegans is a ubiquitous 
species , and sorne populations probably experienced U-contaminated soi!. Furthermore , 
C. elegans r epresents a powerful mode! . to conduct experiments in evolutionary 
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ecotoxicology because of its life cycle, small size and ease of hanclling and cultivation in 
various deviees (Brenner, 1974). Most of the studies mentioned above have limited their 
assessment of the selectiYe effects of the pollutant to the first generation, and only a few 
have r eported how exposure to a heaYy m etal at the first generation affected the 
population at the second (Wang & Yang, 2007 ; Wang & Wang, 2008a) or the third 
generation (Wang et al., 2007). Although the observed effects at the fir st generation are 
potentially transferable to subsequent generations, their exb·apolation is difficult because 
of the impossibility of disentangling the effects of phenotypic plasticity, par ental 
responses , and of selection occw-ring during the first two generations . Final! y, previous 
r eports have focused on the U concenb·ation-mortality relationship (Jiang et al., 2009) 
and haw ncglected potential cffccts on othcr life-history characteristics. 
ln orcier to undcrstand ho\\· U-pollution can act ot1 the evolutionary dynamics of C. eleaans 
populations, vve monitored the effects of U on changes in life history, morphologie and 
beha,iour b·aits oYer tlu·ee generations in a laboratory population. Studied b'aits (i. e. 
sur vival, generation time, brood size, locomotion and body length) w ere related to fitness 
at different degrees and to population dynami cs (Mousseau & Roff, 1987; Roff, 2002b) . 
W cxamincd if phenotypic resp onses w ere affected differend y by differ ent U-
concentrations (ranging from 0 . 16 to 2.53 mM) and if the stress-induced eYolutionary 
mechanisms can be highlighted after tl1ree generations. 
2 . Material and Metl1ods 
2. 1 . Strain preparation and metal exposurc 
We u ed the wild-type 2 ncmatode population prO\'.Îded by the Caenorhabditis Genetics 
Center (funded by the IH Nati onal Center for Research Resources) . Populations were 
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maintained on nematode growth medium (N G M) plates seeded with Escherichia coli strain 
OP 50, at 20°C (Brenner, 1974- ; Stiernagle, 2006). For the particular needs of our 
experiments vve replaced 25 mM potassium phosphate buffer (pH 6.0) in the NGM with 
25 mM HEPES buffer (pH 5.5; Sigma-Aldrich, France) which did not caused any effect 
on survival, growth, reproduction and locomotion behaviour of worms (Dutilleul, 
unpublished results). Inorganic phosphate binds with U which can lead to uranyl 
phosphate formation. This complex formation may decrease the bioavailability and 
toxicity of U on aquatic plants (e.g. Mkanda\\·ire et al., 2007) or C. eleaans (Dutilleul, 
unpublished r esults) . U was added to the liquid NGM just before pouring the medium 
into the plates. For each desired concentration we added 6 ml of a diluted solution of 
uranyl nitrate (U0 2 (N0 3) 2 , 6H 20; Sigma-Aldrich, France) in 200 ml of NGM. F.or the 
purpose of this study we used 10 nominal U-concentrations: 0 ( contTol), 0.1, O. 5, 1, 1. 2, 
1.4-, 1.6, 1. 8, 2, 2.5 mM U. NGM was left OYernight to solidify. We then collected agar 
samples ( 100 )Jl) from each medium and store cl them at 4-°C prior to the measurement 
of U-concentrations. Samples were digested using a combination of 1 m l HN0 3 (65%) 
and 1 m l H20 2 at 90°C, and measurements were obtained using the ICP -AES (Optima 
4300 DV, Perkin-Elmer, USA; detection limit 0 .04 !JM). 
We grew E. coli OP 50 cultures in L Broth rich medium at 37°C overnight. Then 250 ).11 
of saturated culture was seeded on the plates and left oYernight to allow the bacterial 
culture to dry. Plates \Yere then top-exposed to UV doses for 90 sec to kill the bacteria 
(Bio-Link Cr osslinker; /c=254 nm; intensity = 200 f-!Watt .cm·2). The main aim of this 
treatment was to avoid different bacterial gro.wth in control and U- contaminated plates. 
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2. 2. Experimental design 
Gravid worms were selected from the stock population and placed on a Petri dish at t = 0 
h. After 2 h, r eleased fertilized embryos were considered to be age-synchronized. Fifty 
emb1'yos vvere placed on U -contaminated plates (4 replicates for each U-concentration). 
These embry os r epresentcd the first generation in our experiment (PO). At t = 96 h , 
adult worms from PO w ere transferred onto new plates with the same U-concentration 
as in PO, and left for 2 h for embryo collection and preparation of the next generation 
(F l ) . The same protocol was r epeated to create the third generation (F2). Worms were 
cultured for these 3 generations at 20°C and 80% relative hurnidity. 
2.3. Life history and beha\iour measurements 
From t = 48 h, wc studicd 5 cndpoints: (i) survival, (ii) generation time, (iii) brood size, 
(iY) body length, and (Y) body bend fr equency. To measure sunival we stimulated each 
worm with a platinum transfer pick. Worms that did not moYe their body or their head 
in response to three repeated stimulations were scored as dead (Sutphin & Kaeberlein, 
2009). 
To assay generation tim c and brood size ''"e transferred \Yorms into indi,idual wells (12 
worms 1 treatment; 3 1 r eplicate) containing U-contaminated NGM. Each well v>as 
visually insp cted every 2 h until t = 65 h. Generation time ·was calculated as the time 
between the embryo transfer into the vYell and it first released embryo . Adults vvere then 
transferred twice into a new well eYery 36 h. Hatched progeny w ere counted the day 
after each transfer (Swain et al., 2004). Using this method allowed us to fully count brood 
size. 
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Body length was measured at t = 72 h . Twenty \Yorms per treatment (including the 12 
indiYiduals used to measure generati on time and brood size) were photographcd using a 
ster eomicroscope with a computer- connected camera (LAS® Lei ca imaging softw are) . 
W e mcasured body bend frequency at t = 72 h by picking up worm s and placing them 
onto a nevv plate without bacteria. W e counted the number ofbody bends over 20 s. One 
body bend equals a change in the direction of th e anterior part of the worm (including 
the p oster ior bulb of the pharynx) along the Y axis using the body of the worm as the X 
axis (Tsalik & Ho bert, 2003) . 
2. 4 . Statistical analyses 
Ail statistical analyses v\·ere performed with the statistical comput ing softwar e R (R 
Development Core T cam , 20 12) . W e fi tted concentration -surù n l regressiQn for 
estimation of the LC 511 • The assumption of norm ality of the errors \Yas tested with the 
Shapiro-Wilk test . When this assumption was not satisfied , data were square -root or Box-
Cox transform ed . Survival at t = 48 h w as analysed by AN OVA using Dunnett ' s 
compa~·i son with a cont:rol test . The other endpoints were teste cl by linear mixed m o dels , 
wher e treatm ent, generation and treatm ent * generation were included as fi xed effects 
and r eplicate was included as a random effect. W hen the interaction was significant, we 
ran separate mixed models for each gener ation and for each treatm ent, using r eplicate as 
a random effect . These analyses were followecl by Tukey' s all-pair comparison tests (or 
t- test when only tw o groups \Yere compared) on treatments in m odels for each 
generation and ·on generations in models for each treatment (Bretz et al. , 20 10) . 
Differ ences in brood size among the different li -concentrations wer e also tested at .each 
generation using ANCOVA with body length as a covar iable . 
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3. Results 
3. 1. Contamination of NG M 
Initial li-concentrations in the NGM obtained by ICP-AES were 0, 0.16, 0.48, 0.88, 
1.14, 1. 34, 1. 57, 1.75, 1. 97and2.53mM,respectiYetothe nominal concentrations(see 
section 2.1) . These concentrations de,·iated from the nominal concentrations by 0%, 
60%, -4%, -1 2% , -5%, -4%, -2%, -3% , -2% and 1%, r espectively. Actual initial 
concentrations are used throughout the text and in the figures . 
3.2. Traitmeasurements 
After 2 da ys of exposure, the mean survival at PO decreased signifi cantly with U-
concentration (Figure 12, F930 = 51.01, P < 0.00 1). Mean suninl in the control at PO 
\\·as 95.5 ± 5.2%. Mean survival ,·aried from 63 .3 ± 7.9% at 1. 34 mM U to 0% at 2.53 
mM U (Dunnett, P < 0.001 from 1. 34 mM U) . The lethal concentntion for 50.0% of 
individuals (LC 511) at 48 h was 1.71 mM (95% CI = 1.62-1.80) . 
For li-concentrations equal to or higher than 1. 57 mM , no worms survived after 96 h of 
cxposure. At 1.34 mM U, ,,·onns did not release any embryo at all (Figure 13B). As a 
result, there ·wa no data available after 1. 34 mM U for generation time, brood size , body 
length and body be nd frequency. Th us, we could only analyse the effects of treatment for 
li -concentrations up to 1. 34 mM . Moreover, at F1 and F2 survival in the different 
treatmcnts was not significantly differ ent from the control (Dunnett, P > 0.05), except 
for the higher measurable concentration at Fl, 1.14mM (Dunnell, P = 0.03 1). There 
was a significant interaction bct\Yecn treatrnent and generation on the different traits 
68 Article 1 - Rapid phenotypic chanaes 
measured (generation time: h w = 37 .72, P < 0.001; brood size : F8.1.10 = 31.52, P < 
0.001; body length: F8.296 = 27 .27, P < 0.00 1; body bend: F8.3o 1 = 5.00, P < 0 .001) . 
When analysed separately from treatment, generation time incr eased significantly with 
U-conce1~tration at each generation (PO: F.w = 85.07, P < 0.001; F1: F~. 5 3 = 187.19, P 
< 0.001; F2: Fu~ = 15.37, P < 0.001). The delay in generation tim e in the U-
contaminated media r elative to the control started to be significant at 0 .48 mM U at both 
PO and F1 (Tukey test, P < 0.00 1 in both generations), and at 0.16 mM U at F2 (Tukey 
test, P < 0.00 1; Figure 13A). The longest delay vns observed at 1.14 mM U for F1 
(Tukey test, P < 0.001). We could not measure generation time for U concentrations 
higher than 1.14 mM at F2 because of the high variability in the generation time in F1 and 
F2, embryos hatched inside the adult. A significant delay in generation time was found 
for F2 worms at 0.88 mM U (F228 = 5.33 , P = 0.0 1) and for F1 worms at 1.14 mM U 
( tl / = 10.05, p < 0.00 1). 
Ther e was an m·erall significant decreasc in brood size with li -concentration at each 
generation (PO: F~. 50 = 27.72, P < 0.00 1; Fl: F~ .. 1 ~ = 117.60, P < 0.001; F2 : F~.~6 = 
238.7 1, P < 0.001). For example at generation PO, m ean brood size in the control was 
248 larvae and 145 lanae at 1 .14 mM U (Figure 13 B; Tukey test, P < 0. 001). Brood size 
increased significantly fr om PO to Fl , at 0 .16 and 0.48 mM U (F129 = 7.80, P < 0.01; 
Fu; = 4 .75, P = 0 .02), and fr om PO to F2 at 0.88 and 1.1 4 mM U (Fu ; = 7 .90, P < 
0.0 1; F1.3 1 = 404.69, P < 0.001). At 1. 14 mM U, brood sizc decreased significantly 
between PO and Fl (i. e. 48 larvae : Tukey test, P < 0.001), and between PO and F2 (i. e. 
5 larvae ; T ukey test, P < 0. 00 1). The decrease in brood size was not associated with an 
increase in the number of dead embryos: we observed 98 to 100% of hatchings in ali 
treatrnents and at ali the generations (Du tilleul, unpublished r esults) . 
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Figure 12 : Perccntage of C. eleaans surviving at generat ion PO after 48 h of ex posure to diffe rent U -
concentrations. 
Each concentrati ~n 11·as rcpi·esented by 4 rcp li catcs (50 individua ls in each repli ca te). Aste ri sks indicate 
signifi cant diffe 1·e nces betw een each U-con centrat io n and the contro l (***: P < 0.00 1 ). T he co nt inuous 
line is the curve conce ntrat ion-survival: LCS O at 4 8 h wa s 1. 7 1 ± 0.09 mil l. 
Mean body length ,,·as 1.02 mm at 72 h in the control at generation PO (Figure 13C). It 
decreased sign.ificantly with U- concentration at each generation (PO, F5.9; = 156.4 1, P < 
0.001; Fl: F.1.9 1 = 78.68 , P < 0.001; F2: Fu o-1 = 244.6, P < 0.001). From 0. 16 to 1.14 
mM U, the body length improved at F2, compared to F1, eYen if the n lues vvere below 
the control and sometimes below PO. For example at 1.1 4 mM U, mean body length at 
each gener ation was O. 85, 0.4 7 and 0.64 mm, respective! y (h52 = 122.93, P < 0 .001 ). 
At PO generation, mean body length at 1. 34 mM U \\·as extremely small : 0.31 mm. 
HoweYer, the worms wer e not adul t and they neY er reached this stage bef ore dying (data 
not sho\ m ). 
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Figu re 1 3. Changes in ph enotyp ic traits (mean ± SD) of C. elegans exposed to different LI -concentrations 
and across three generat io ns 
PO (black circle), Fl (grey circl e) and F2 (w hi te circle). (A) Generat io n tlme; (B) Brood size ; (C) Body 
length ; (D) Bod )' bend. Diffe rent sm ali capita ls and aster isks on top of the histograms indicated significant 
differences (P < 0.05) between two treatme nts and between ge nerations fo r the t reatment below, 
respectively . N.A. = non-ava ilabl e data, caused . by bagging (eggs hatch inside the adul t) or 100'% 
morta lity or infcrtility after a certain U -concent rat ion. 
Mean body bend frequency oYer 20 s in the control at generation PO was 15.2 (Figure 
13D). Body bends decreased vvith li -concentration at each generation (PO: f;_ 111 = 37.04, 
P < 0 .001; F1: F-1. 95 = 51.14, P < 0.001; F2 : F-1. 91 = 24.23, P < 0.001). Body bends 
decreased significantly between O. 48 and 1. 14 mM li , r espectively, for F1 and F2 (Tu key 
test, P < 0.001). Moreover, from 0.48 to 1.1 4 mM li, body bends decreased for Fl but 
incr eased again for F2. The values at F2 wer at least non-significantly different from the 
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values at PO, or even significantly higher. For example , at 0 .88 mM U, mean body bend 
Yalues at PO and F2 wer e 11 . 8 and 13 . 1 , r especti Y ely (T ukey test, P = 0. 02). 
3. 3. Growth-r eproduction correlation 
W e further compared the relationship between brood size and body length at each 
generation to determine whether r eproductive strateg)· r emained the same across the 
generations . Brood size increased with adult body length for the 3 generations (Figure 
14; slopes: c135 = 4. 26, P < 0.001). The slopes were not significantly nonparall el between 
PO and F1 (slopes : t 135 = 1. 5 1, P = 0 .13), therefore , the relationship seemed to be similar. 
However, the relationship was significantly differ ent between PO and F2 (slop s: t 135 = 
4.63, P < 0.001). This significance existed due to the highest U concentration. Indeed, 
if \Ye omit 1.14 mM at F2 generation, the rclationship is not significantly different toPO 
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Figure 14-. Brood sizc as a fun ct ion o f ad ult body length aft er 72 h of exposure to U-concentra tio ns. 
Open circlcs: generation PO, grey cross : Fl, fi ll ed circles: F2 . Regression !ines associat cl with each 
generatio n ; da -hed line : PO, grey line : FI , black lin e : F2. 
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4. Discussion 
In this study, w e obsen-ed differ ent effects of LI on seyerallife his tory traits in C. eleaam , 
in only three generations. The effect~ of U on these traits ino-eased with increasing 
concentration in the medium. · W e will fir st discuss the effects of U on survival and other 
b-aits in the first generation . W e will th en exp lain how sorne evol utionary m echanisms 
can act to produce rapid phenotypic changes in on! y three generations and their potential 
consequences on population dynamics . 
4. 1. Acute toxicity on sunival 
The range of li-concentrations affecting the survival of the C. eleaans N2 b-ain (from 1. 34 
mM U) differed from other imertebrate models. This range is 10 tim es higher than for 
Chiron om us riparius (Dias , 2008), 1000 tim es higher than for Daphnia maana (Zeman , 
2008), but 10 times lo"·er than for Tubifex tubifex (Lagauzère et al. , 2009). HoweYer, time 
and conditions of exposure differ ed between each ofthese cxperiments, and a comparison 
of the effect of U on different organisms should be made with caution. To our knowledge, 
only one study has assessed the effects of U on the survival of C. eleaans (also strain N2: 
Jiang et al., 2009). In that study, L1 worms were exposed to U in water medium for 30 
min. Suninl was as essed 24 h latcr on GM plates and the LC 50 was found to be 66.9 
11M ± 30 .9, at a concentration 25 times lower th an in our bioassay. The differences 
bet\\·een the study by Jiang et al. and the present study can be attributed to different 
em-ironmental conditions . Jiang et al . exposed . the nematodes to U in watcr, wher eas in 
our study the nematodes were exposed to LI in agar where the effects of U could be 
reduced, especially because individuals did not develop in a contaminated water column 
but on a contaminated agar surface. Differences in the mode of exposure can have strong 
consequences on U bioanilability, which depends on its concentration and also its 
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chemical form according to the conditions of exposure (Zeman et al., 2008 ; Misson et 
al., 2009) . 
When compared to the LC50 of ten other heavy metals on the same N2 strain (Wah Chu 
& Chow, 2002), U seems to be one of the heavy metal with the lowest effect on C. eleaans 
survival. However, in the study by Wah Chu & Chow(2002) , survival was measured in 
liquid medium over 4 days instead of 48 h in agar medium as in our study. Our results 
confir,m the U-sensitivity of C. eleaans within the range observed for other heavy m etals. 
4. 2. Chronic toxicity on biological measurements in the PO generation 
C. eleaans exposed to U showed a decrease in mean brood size and an increase in 
generation time. The sarne trends \Yere found when 2 strain \\·as exposed to nickel or 
cobalt (Wang et al. , 2007; Wang & Wang, 2008a). Our results also show an amplification 
of these two reproductive traits according to increased U concentration , a longer 
generation time and a small er brood size. Forbes & Calow(200 2) dem onstrated that any 
negative effects on larval production willlead to even more adYerse consequences at the 
population level. Indeed, the progeny production directly affects the population grovvth 
rate, an extremely robust endpoint in ecological ri~k assessment (Forbes & Calow, 1999 ; 
Billoir et al . , 2007). 
Growth vvas negativcly affected by exposure to U . At 1. 34 mM U, worms had still not 
reached th ir adult stage at 3 days and w ere more than 3 times smaller than control 
worms. Heavy rn tais such as cobalt or lead have been shown to cause the same effects 
on growth (Wang & Yang, 2007; Wang et al., 2007). The toxic effects of U on growth 
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have also been found in other inYertebrates su ch as c. riparius and D. maana (Dias et al.' 
2008 ; Massarin et al ., 20 1 0) . The r eduction in body size could be explained by the 
negative effect of U on food assimilation . In D. maa na and the earthworm Eisenia j etida , U 
sever ely affected the intestinal epithelium suggesting that this m ight r esult in dysfun ctions 
in food assimilation (GioHnetti et al. , 201 0 ; Massarin et al., 20 1 0). 
The lo·west concentration of U affected locom otion behaviour and the frequency of body 
bends decreased with U . It was r eported that U produces a central sensorimotor defi cit 
in laboratory rats (Abou-Donia et ol . , 2002). This could be r elated to oxidative stress 
w hich plays a key r ole in the m echanism of U ncurotoxicity (Lestaevel et al., 2009). In 
addition, heavy m etals commonly Ùccrease the frequency of body bends in the N2 strain 
(Wang & Xing, 2008) . 
4 . 3. Changes after three generations of exposure 
After a r apid decline at the fir st generation, brood size , body lcngth and body bend were 
enhanced after 3 gener ations of exposure fr om 0.16 to 0 .88 mM U despite stable 
environmental conditions during the experim ent and for each treatment. These traits ar e 
dir ectly or indirectly related to the fitness of indi,·i duals, and thus an increase in their 
values should have positive consequences on the dynamics of the population (Forbes & 
Calovv, 2002). An increa e in gener ation time after 3 gener ations cOtùd also participate 
in this demographie improYement . Indeed , an increase in generation time may help 
r educe the negative impact of a pollutant on fi tness as the progeny will be in contact with 
the poilu tant as la te as possible ( e . g . bagging, see below). Hm·vever , effects on the 
progeny through the parents should not be ignor ed and longer gener ation time directly 
affects population growth r ate (Forbes and Calow , 200 2). 
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There was a general tendency for traits ( except generation time) to decrease at F1. As at 
PO, indi\idual phenotypic nlues illustra te the direct effect of U on the plasticity of their 
development, combined with the potential differ entia! survival associated with 
phenotypic differences (i.e. direct effect of selection within a generation) (Hoffmann & 
Mcrila, 1999). Phenotypic values measured in F1 individuals are subject to both 
deYelopmental plasticiLy and direct selection. Heritable traits haYe been affected by the 
effect of natural selection occurring in the previous generation (Roff, 1997). In addition, 
traits can be affected by intergencrational plasticity through the effect of U at PO on their 
parents r eproductiYc performance (Gagliano & McCormick, 2007). This hypothesis is 
supported by r esults from other studies. For example, similar negative effects on the 
progeny were obsened in C. eleaans exposed to cobalt, lead and rrickel (Wang & Yang, 
2007 ; Wang eL al., 2007 ; Wang & Wang, 2008a) and on D. magna exposed to U 
(Massarin et al., 20 10) . Th us, biologïcal defects can be transferred to the pro geny eYen if 
it does not liYe in a polluted m edium . Phenotypic measures of F2 individuals are still 
subject to similar developmental plasticity, direct selection, and maternai effects since 
their parents also lived in a U-polluted m edium. Furthermore, their traits will be affected 
by the evolutionary rcsponse to selection between F 1 and F2. Consequent! y, the 
irnprovement in traits ( except generation time) at F2, could be due to rapid uolutionary 
r esponse to U-exposure (Medina et al., 2007). Adaptive processes can occur quickly and 
for a harsher Jeye) of pollution or constraints (Roff, 2002b). 
The effect of U on brood size across generations is particularly inter esting. At lower li-
concentrations, brood size increascd sigrrificantly bet\\·een PO a11d F1, but only started to 
increase betwccn F1 and F2 at 0.88 mM. Tlms, the possibilit:y for this phenotypic trait to 
improve is slower for a higher strength of selection pressures. At the highest 
concentration w here it co uld be m easured (i. e. 1.14 mM), brood size showed a decline 
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of 66% between PO and Fl and of 96% between PO and F2. When selection pressures of 
U-exposure were lower, m ost individuals coul d probably cape with stress due to 
acclimation (phenotypic plasticity). For example, individuals could produce enough 
m etallothioneins to protect themselves against U- exposure (Jiang et al ., 2009) . Under 
harsher environmental conditions (such as 1. 14 mM U) , the effects of selection pressures 
\Nere too strong to overcom~ it by developmental plasticity or maternai effects, and thus 
in the generations after F2, the only vvay to. improve fitness will be by evolutionar y 
r esponse . Besicles, the strong mortality in a harsh em'Îronment r educes bath population 
size and the genetic variance of the traits under selection, " ·luch affect the evolutionary 
potential of tho se traits (Hoffmann & Merila, 1999 ; Wilson et al. , ·2006 ; Bell & Collins, 
2008) . Under the harshest emir onm ental conditions (i .e. 1.34 mM U), infertility and 
mortality increased to 100% and annihilated any potential for · evolutionary r sponse. It 
should be noted that we used 50 individuals per r epli ca te in that experim ent. Using larger 
population sizes may have mO\·ed the threshold of population extinction to a higher 
concentration as a few individuals may have had the chance to sunive and r eproduce. The 
chance of evolutionary r escue in a population ino·eases with its size (Holt & 
Gomulkiewicz, 1997 ; Bell & Collins, 2008 ; Willi & Hoffmann, 2009) . 
The increase in taxie effects on r eproduction under high U concentrations is consistent 
with the toxic effects of U on D. ma ana (Massarin et al., 20 1 0) . The delay offirst brood 
forD. maana increased and the fecundity at 21 days reduced more and m or e at the F1 and 
F2 generation . Tominaga et al . (2 003) showed more seYere effects of phenols on C. eleaans 
fecunchty at the fourth generation than the first generation. The r esults of these studies 
did not show increasing r esistance to the pollutant in the first few generations. This does 
not mean that adaptation is not possible or more ,,isible a few generations later or with a 
larger number of individuals. Individuals in populations of D. maana and C. el eaans have 
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the ability to adapt to pollutants (Ward & Robinson, 2005 ; Lopes et al., 2008). Rapid 
eYolutionary changes haYe beeri sho11'n to impr oYe the ability of populations to reduce 
the probability of extin ction (Bell & Gonzalez , 2009 ; Willi & Hoffmann, 2009). 
At 1. 14 mM U, the fe,,· Ll individuals that wer e produced at F2 hatched inside their 
parents . This explained the different relationship between brood size and adult body 
length obsen ed between F2 and the first two generations (Figure 14) . The phenomenon 
called bagging (or matricidal hatching) is assumed to r epresent an example of phenotypic 
plasti city in C. eleaam to extrem e conditions such as starvation or high salt concentration 
(Chen & Caswell- Chen, 2003, 2004). In these studi es , bagging favoured da uer formation, 
a dormancy stage that allows the species to sun-ive in stressfu l conditions (Golden & 
Ricldle , 1984). Studics on hca1-y meta ls haYe never shawn the induction of dauer 
formation. This may be explained by the fa ct th at .the da uer cuticle do es not confer any 
resistance to he avy m ctals (Barsyte et al. , 200 1 ; Wah Chu et al., 2005). Bagging enhances 
progeny survival and dispersal (Chen & Caswell-Chen, 200 3), however, in our 
experiment, pro geny which hatched in parents neYer reached sexual maturity or switched 
to a dauer stage . Ther efor e , we can say that the attempt to r escue the progeny by bagging 
fail ed at higher U-concenb·ations. Belo\\· 1.14 mM ,u, populations seemed to haw the 
ability to el'oh·e w ry r apidly for ail tJ:.aits and at 1.14 mM U, inclividual brood sizes vvere 
extremely lo11· at F2 compared t o .PO gener ation (only 4%). Despi te a short 
multigenerational experiment, om r esults sho11· that it is possible in only three 
generations to highlight the importance of the strength of the environmental change on 
the capacity to cope this change by acclimation and if it i not possible, to require 
adaptation of the population . 
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5. Conclusion 
After 4 da ys of U-exposure at PO generation, our r esults showed that C. elegans individuals 
were on average smaller, slower, less fertile, and developed less fast than the controls. 
Across generations, phenotypic changes can vary in amplitude and in direction, 
depending on the concentration of U-exposure . This may be explained by the differentiai 
effects of development plasticity, selection pressures , and evolutionary r esp onses of the 
traits to U-toxicity. Our r esults emphasize the need for multigenerational t ests for 
accurate assessment of the environmental risks of U po.llution on population dyn amics in 
contaminated environments. 
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Abstract 
W hen pollu t ion occurs in an ezwi r onment , t he populations present suffer num erous 
negat i\·e and imm ediate effects on their !i fe bistory tr aits. Their evolutionar y potential to 
li ve in a highly sb·essfu l ezw ironment will depend on the str ength of se lection pressur es 
but al so on the genetic structure: the heri tabili ty of the b·aits and genetie correlations 
between them . If express ion of this structure can change in a stressfu l enYironm ent it 
becomes necessary to Cjuantify these changes in orcier to estimate the evoluti onary 
potential of th e population in this novel ezll'ironmcnt . W e studiecl the gcnetic structure 
for survival, fertili ty , earl y, and la te growth in isogeni c !ines of a Caenorhabditis elegans 
population subj ect to three differ ent ezw ironments: a conb·ol ezw ironm ent and two 
polluted em·ironments, one with uran ium and the othcr w ith a high salt concentration . 
W c found a decrease of heri tab ili ty in pollu ted enYironmcr1ts fcir fer tility and ear ly 
growth , tw o lTaits that were the most hcri tablc in the conb·ol enYironment . T he 
expression of genetic sb·ucture of tr aits was par ticularly altered in uranium, probably due 
to exl"rem ely low heri tabili t ies in t his environment . Hence this could pre\·ent se lection 
fro m act ing on traits desp ite the strong se lection pressures exer ted on them . Moreover 
the decr ease in heritabi lity was not linearly correlatcd to the fitness r eduction in poll uted 
environm ents since the effects on phenotypic traits in the sa lt environment wer e sb·onger 
than in uranium. O ur results suggest that pollu tion can alter the expression of the genetic 
b·ucture of aC. elegans populati on , and th us modify its evolutionary potential. 
K cywords : Caenorhabditis elegans; isogcnic !ines ; heritability; gene ti c correlations; 
uraniu m; po ll ution 
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1. In troduction 
Anthropogenic activiti es can di sturb biol ogical fun ctions. ln particular , erwironm ental 
pollutions entail stress on the population with negative consequences on individuals' !ife 
history and fitn ess , and on the demography of the population. However , indi vüluals may 
not be affected in the sam e way according to their genotypes and phenotypes (Hoffmann 
& Parsons, 199 1 ; Posthuma & Van Str aa len, 199 3) . Pollution can th us crea te differ entiai 
surviva l and reproductive success , vvhich in turn can lead to mjcroevolution in 
popu lations (Medina et al., 2007; Morgan et al., 2007). The evolutionar y potential oflife 
history traits depends on the strength of se lection pressures acting on each of th ese traits 
in the population, their leve! of additive geneti c var iation, as well as the magnitude and 
sign of their genetic associations (Lande & Arn old, 1983 ; Falconer & Mackay, 1996 ; 
Rolf, 2002b). The two latter are included in the matrix of additiYe genetic variance and 
coYariance (G) (Lande, 1979). The G matrix r efl ects the evolutionary constrain ts on 
inclependent e\·olution of tTaits imposcd by. pleiotropy or linkage disequilibr·ium. An 
estimation of the G matrix is thus a neccssary step towards the estimation of a 
population 's evoluti onary potential (CheYerucl, 1984; Roff, 2002b). 
Evolutionary change in quantitative traits can be clescribed by the multivariate extension 
of the breeder's equation (Lande , 1979 ; Lande & Arnold, 1983). Thi s ec1uation is 
applicable only under the assumption that the G matrix is stable over time and across 
environmenta l conditions. Theoreti ca l and empirical ilwestiga tions revealed a strong G 
matrix s tabili ty through tim e (Arnold et al. , 2008), eYen despite climate change for 
example (Garant et al, 2008), but others clcmonstratecl that the stabili ty of the G matrix 
can be altered (Steppan et al . , 2002 ; McG uigan, 2006 ; Doroszuk et al., 2008), even 
following short-term environm ental changes (Bégin et al. , 2004; Sgro & Bl ows, 2004). 
Moreover , changes in environmental co ndition s may not only affect the aclditi1re genetic 
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and em-ironm ental. Yariance of traits (Hoffmann & Merila, 1999 ; Charmanti er & Garant, 
2005) but also thcir covarian ce (r eviewed by Sgro & Hoffmann, 2004) . These studies 
contradict the hypothesis of a stable G matJ·ix even over short tim e peri ods. Furtherm ore , 
under har h environrn ental conditions, a deCJ·case in the genetic variance of traits may 
r educe the adaptive potential of populations despite strong selection pressures occurring 
iii this type of environm ent, and may thus preverit microevoluti onary changes (Blows & 
Hoffm ann , 2005 ; Wilson et al., 2006). Therefore , using information on the G matrix in 
one particular se t of environmental conditions to predict the evoluti onary potentiaL of a 
popu lation under r apid emir onm ental changes may be questionabl e. lndeed estimating 
the G rnatr ix in the noYe! emironmental conditions may be the only way to estimate a 
population 's cvo lutionary potentiJl This is particularl y important for stucües that 
· estim atc the e,·olutionary consequences of no,·el and fast environm ental changes caused 
by anthropogenic effects , such as the effect of pollutants (Coutcll ec & Barata, 20 11). ln 
this paper , wc use a guantitat i,·e genetic approach to test the hypothesis that the G matrix 
for ]i fe hi story traits rcmains stabl e in a populati on of Caenorhabditis eleaans , subj ect to 
different pollutants . 
W e chose to ,,·ork on the effects of two pol lu tants, uranium and a high alt concentration, 
known to affect different! y C. elegans. High salt exposure is an extreme hypertonie stress 
that provokes a rap id loss of water and solute content in cell s. C. eleaans attempts to 
r egulate this loss by the biosynthesis of glyccrol through n·anscriptional upregulation of 
an enzyme (apdh - 1) in the intestin e and hypodermis, wluch is in direct contact vvith the 
external medium (Lamitina et al., 2004 ; Lamitina et al., 2006) . However se veral other 
genes, such as heal ·bock, cy toskeletal and n·ehalose biosynthesis also regul ate hyper tonie 
strcs (Lamitina & trange, 2005) . Uran ium is a heavy metal which has higher ehemotoxie 
than radiotoxi effeets because of its low specifie aetivity (Kuhne et al., 200 2). Uranium 
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affects sevcrely the intestinal epithelium in earthworm Eisenia j etida (Giovanetti et al., 
20 10). The presence of uranium in the environm ent of C. elegans incr eases mtl-1 
expression , which interferes with li-accumulation in cell s; probably by sequestration and 
n-ansport of uranium outside the cells (Jiang et al., 2009). 
Becauseo f its short life cycle and ease of handling , C. elegons is a mode! of growing inter est 
to study quantitative genetic parameters (Braendle et al. , 2008) . For example , the genetic 
correlation sn-ucture of !ife history traits estimated from recombinant inbred !ines differ 
between high and low food density (Harvey et al., 2008) and low and high temperature 
(Gutteling et al. , 2007) , at levels that are known to stress C. elegans. 
ln this paper we use the isofemale line method (David et al., 2005), to ana l~se the changes 
in the expression of genetic structure of !ife history n-aits a C. elegans population in a 
control environm ent and in two environments polluted with uranium or a high salt 
concentration . Life history traits are direct! y involved in the demographie r esponse of a 
population to any rapid environmental change and they generally encompass many other 
traits that can affect both survival and r eproduction. Working on !ife histor y traits gives 
us a broad picture of the evolutionar y r esponse of an organism to changing environmental 
conditions. Furthermore, in the absence of detail ed m echanisms of resistance of C. elegans 
to both salt and uraniwn, !ife history traits were good candidates to examine what type 
of r esponse this organism could show in these novel environmental conditions. Our· 
hypotheses vv er e: (i) that a genetic structure (i.e. heritability and genetic correlations) 
exists between traits in the three differ ent environments; and (ii) that the expression of 
this structure can be alter ed in the polluted environments compared to the control 
environment, because of drastic changes in environmental conditions. 
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2. Material and m ethods 
2. 1 . lsofemale line technique 
In this study we applicd the i ofemale line teclmiyue (IL T), comm only used on wild 
populations if Drosophila sp. (review by DaYid et al., 2005 ) . The r elationship bet-vveen 
narrow-sense heritabili ty (h 2) and the coefficient of intraclass correlation (t, provided by 
IL T ), is not so obvious but t does gïve a better heritabi lity estimate than the half-sib design 
or the parent- offspri ng r egress ion m ethod. For example, the technique provides 
measures of about 95 ± 15% of the her itabili ty for morphometric traits in natural 
population of D. melanoaaster (David et al . , 2005), thus yielding a close estimation of 
additive genetic variance. lt is a useful tool to rapidly estimate genetic Yariability and 
genetic correlation of tTaits and to compare these genetic param eters between different 
traits and different e1wironments (or even different populations) . Furthermore, IL T can 
be easily applied to C. eleaans be cause of its androdioecious breeding system (i.e. self-
fertil ization of herm aphrodites and facultati\'e outcross with males). lndeed after mating, 
each isogenic line can be consened as an inbred line. To facilitate reading, the term 
heri tability w as used throughout the text instead of the oefficient of intraclass 
correlation. 
2.2. Nematodes c;ul turing 
I-Iere, we used a stock population of C. eleaans composed of a mixture of 16 wild isolates 
(Teot6nio et al ., 20 12) in order to obtain a large genetic diversity. The population , 
composed of more than 30% of males, was maintained in laboratory conditions during 
140 generations, where recombination-selection equilibrium was mostly achieved 
without significant Jo ·s of genetic diversity (Teot6nio et al., 20 12). I-Iowever, we used 
84 Article Il- Ej{ects on genetic structure 
differ ent laboratory conditions for our needs. W e used 500 individuals in a 9 cm diameter 
Petri di sh with NGM-modified agar (use of HEPES buffer, article I). W e produced six 
replicated experimental populations. Plates were seeded with 1 ml of a 20:1 n1ixture of 
Escherichia coli strain OPSO (OD6oonm of 3) as the food source. Every 3 days we washed 
the nematodes (about 20,000 individuals) off the plates with an. M9-modified solution 
(use of HEPES buffer) for each r eplicate and kept each r eplicate in 15 ml falcon tubes . 
The number of individuals in a tube vvas estimated with fi ve sample drops of 5 }J I, . 
following Teot6nio et al. (20 12), and th en the volume corresponding to 500 individuals , 
from all developmental stages, vvas placed in a fresh Peb-i dish. Nematodes wer e cultured 
throughout the experim ent at 20°C and 80% RH. 
2. 3. Creation of !ines 
After r epeating this protocol about forty times ( ~ 40 generations despite the discrete 
overlapping of developm ental stages) , we selected 100 gravid hermaphrodites , and 
placed them on a new Peb-i dish, for each of the six replicates. Potential evolutionar,y 
changes caused by such changing conditions, should be similar in both the treatment and 
control environments . W e all owed the hermaphrodites to lay eggs for a 2 -hour period, 
and then transferred approximately 200 embryos on a new Petri dish (200 embryos per 
replicate). After 40 hours, wh en sexual differentiation is \"Îsually possible but individuals 
ar e not yet mature (i. e . L3 larval stage ; Sulston et al . , 1980), w e randomly picked a single 
hermaphrodite and a single male, from different Petri dishes, and placed them separately 
(by couples) in 6 weil tissue-plates . W e cr eated 14 couples . NGM in w ells were seeded 
with 150 }J I of a 5: 1 mixture of 0 P 50 . After leaving plates in a laminar flow hood one 
hour to allow them to dry, plates were then top-exposed to UV doses for 90s to stop 
bacterial growth (Bio-Link Crosslinker; À=254 nm; intensity = 200 J.1Watt .cm·2) . The 
- ---- - ---------------------------------------------------------------------------------------------------
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main aim of this UV treatment vvas to avoid different bacterial growth in control and 
polluted pl ates. Reproduction by m ating produces a high fr equency of male in the 
progeny, whereas herm aphrodi te self-fer tilization produces only 0 . 1% of males (W ard & 
Carrel, 1979 ; Prahlad et al. , 200 3 ; Teotônio et al . , 2006) . Therefore , 72 hours after the 
separation of the couple , we checked if the r atio of m ales and hermaphrodites in the 
progeny was approximately 1:1, to guaranty that mating between the herm aphrodite and 
the male was successful. W e then picked one L3 stage herm aphrodite in each of the 
progeny of 14 couples to initiate 14 isogenic lines . This was clone 72 hour s after couple 
cr eation to avoid the risk of se lf-fertilization that could occur within the few hours after 
ma ting (Hart, 2006). Each li ne r eproduced by self-fertilization for two generations in a 6 
cm Petri di sh, composed of the sam e environment as presented above. 
2. 4 ._Contamination design and measurement of traits 
At the second generation of self-fer tili zation, vve transferred 20 gravid hermaphrodites of 
each line in a new Petri dish . W e considered this m oment as t =O . After 2 hours of egg-
' 
laying, eggs were individuall y placed in 12-well of a tissue culture plate. Tw elve eggs per 
line and per cnvironment were placed in thTee di ffer ent NGM m edia: contro l, uranium 
(addition of 1. 1 mM U) and high salt concentration (addition of 308 mM NaCl). W ells 
were seeded with 75 pl of a 5: 1 mixture of O P 50 (sam e UV treatrnent as for 6-well 
plates). ln our experim ent , the term "isogenic" does not correspond exactly to our lines , 
as there is heter ozygosity in this population (Teotônio et al. , 20 12) . However, individuals 
have r eproduced twice by se lf-ferti lization before the experim ent; w e thus expected a 
high reduction of heterozygosity (H edr ick, 1980 ; Reed & Frankham , 2003 ; Honnay et 
al. , 2007). 
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Individuals growing in salt showed a slower development than in the control and in 
uranium . Therefore , individuals wer e transferred twice into a new weil at 96h in the 
cori. trol and uranium environment or 168h in the salt environment and then again 36h 
la ter. Hatched progeny were counted the day foll owing each transfer to measure brood 
size , an index of fertility. W e photographed individuals using a stereomicroscope 
(Olympus SZX12, 1. 6 x 90 magnification) with a computer -connected camera (Nikon 
05000). Using a microm eter scale measure and Image] software (Rasband, 2012), body 
length vvas measured at 72 and 144h. These two hours correspond approximately to the 
population 's onset and to the end of the egg- lay ing per iod in a control environment, 
r espective] y (pers. obs .). These two measures wi ll be called earl y growth and latc growth 
ther eafter. Sur vival was estimatecl by counting the number of parental individuals still 
alive at 144h. 
2. 5. Genetic parameter s estima ti on 
W e estima te cl the genetic parameters by using a Ba yesian mode! approach in the 
MCMCglmm package for gener alized linear mixed- effects mode! (Hadfield, 2010) in the 
R software (R Development Core Team, 20 12). W e fitted multivariate generalized linear 
mixed-effects models for different traits within the same environment (a quadrivariate 
mode! per environment) and for the same trait across differ ent environm ents (a trivariate 
mode! per trait) . So, models did not contain fix ed effects but we included !ines as random 
effects in orcier to estimatc bctween- and within-l inc nriance (respcctivdy 1'1:: and Vn) 
for each trait. We moclell ed the survival with a binary crror structure and a Gaussian one 
for the other traits. Expanding the binomial data into binary data allows us to fit a mode] 
in which we can estimate the correlation between survival and the others traits . 
Estimations were generated by a Bayesian approach to obtain the entire posterior 
,_-_____ _ 
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distributions of (co)variance matri ces of traits rather than only p oint estimates . To avoid 
any biased r esults caused by the fact that traits differ in their means, w e r escaled the traits 
prior to analysis by di'iding the mean by tvvice its standard deviation (Gelm an, 2008) . 
After severa] pri ors testcd , we r etained proper pri or (m1 = k - 1 + 0.002) with a very 
low variance param eter ( V= diag(k) * Vp*0.05), where f'P is the phenotypic variance , k the 
dimension of V (i. e . number of traits). There is one exception for sur vi val for which w e 
fixed the environmental (also called residual) variance to 1. For multivariate analyses with 
four differ ent traits w e allowed models to estimate differ ent random and environm ental 
var iances , and covariances between the pairs of traits. ln the m odels analysing the same 
trait across the three different environm ents, traits were measured on differ ent 
indi,·iduals, and we thus fi xed the environm ental covarian ce to zero (see appendix C 
Tabl e C l for compari so n of m odels with or without genetic covariance between traits 
allowed in pri or ) . Despitc the use of slightly informative prior s used in the models, 
starting with low \'ariance and any k.ind of covariance allowed us to say that the generated 
(co) variances w ere tangibl e . After verifying the convergence of parameters values (i. e . 
number of iter ations, burn-in phase and thinning) and autocorrelation issues, we r etained 
2 500 000 iter ations with a burn -in phase of 500 000, for a total of 1 000 samples for each 
analysis (Hadfield , 2010). 
W e estimated heri tabili ty in the mult:ivariate models for traits within environments using 
t = n Vb 1 (n Vb + (n - 1) Vw), where n was the number of !ines (David et al., 2005 ). 
Following David et al. (2005) we also estimated genetic correlations w ithout correcting 
for variance and covar iance within -line, although n was less than 20 . Using this correction 
would generate, posterior distribution for correlations containing values greater than 1. 
W e used the posterior m ode of the distribu tion of heritability , genetic and phenotypic 
correlations as quantitative genetic parameter estimates . For each trait we also estimated 
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phenotypic ( Vp = Vw + Vb), environmental ( VE = Vp - fic) and genetic variances ( Vc = t Vp) 
and genetic covariance (Co v) between traits was calculated as Cov 1,2 =re Jvc, Vc; 2 , where 
re corresponds to genetic correlation betvveen traits 1 and 2 and llc 1 and Vc 2 to the genetié 
variance for trait 1 and 2, respectively (see appendix C Figure CI). W e considered that 
each estimate was significantly differ ent from zero when its 95% Bayesian posterior 
interval s of highest density (HPDls) did not include zero . W e also tested the differ ences 
of an individual' s b-aits and gene ti c parameter s in differ ent emironments. W e considered 
differ ences to be significant between two environm ents w hen 95% HPDis of subtraction 
between the posterior distributions of the b-ait in these two environments did not overlap 
O. 
3. Results 
Phenotypi c values for al! traits were lower in the salt environm ent than in the uranium 
and the control environment (95 % HP Dis of the subtraction did not include 0; Table 3) . 
Wh en compared to the con b-ol enYironment, fertility decreased by 55.0% in uranium 
and by 86.4% in the salt environment (95 % HPDis did not include 0). The sam e pattern 
was found for both early and la te growths. Survival in the uranium environment was 
similar to that of the control environm ent (95% HPDI included 0), but it nearly halved 
in the salt environment. 
Heritability estima tes varied between 0 .07 and O. 31 in the control environment and were 
significantly higher than zero for ferti lity and early growth only (Table 4A). In the 
uranium environment we found lower (i.e. 0.04 to O. 08) and non-significant heritabilities 
(Table 4B). In the salt envirot1m ent heritability values varied between 0.07 and O. 27, but 
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were only significant for early growth (Table 4C). For fertility and early growth, 
heritabi lity cüd not cüffer significantly betvveen the control and the salt environm ents, but 
heritability in the control environme nt was higher than in the uranium environment (95% 
HP Dis did not in elude 0). Phenotypic variance for these two traits was reduced in both 
polluted environments compared to the control. However, in uranium, compared to the 
control, ther e was a stronger r edu ction ·of genetic variance than environmental variance 
(95% HPDis did not in elude 0, Figure 1 5) which was cürectly r elated to lower 
heritabilities in this polluted environm ent (Table 4A, B). Phenotypic variance for ferti lity 
was twice as high in the control environmen t ( J!P = O. 114 [0 . 08 3; O. 180]) than in salt ( J!P 
= 0.059 [0.042; 0.086]) and three times higher than in uranium ( VP = 0.040 [0.034; 
0. 054], Figure 15A and see also appendix C Figure C3 for r epresentation of phenotypi c 
correlation structures). The difference was Jess pronounced for earl y growth but also 
significant (Figure 15B). 
Tab le 3. Average trait va lues of 14 isogenic lines.of C. eleaans in the contro l, the uranium and in the sa lt 
environment. 
Fe rtility is measured by the number of eggs of a hermaphrodite . Earl y and lat e growth is measured as the 
in crease in total length ( in ~m ) between 0 to 72 h and 72 tu 144h respecti ve ly. Significant differences 
corresponded to 95 %, int erval s of highest posterior density o f subtraction be tween the posterior 
di stributions of a trait in t wo environm cnts that do not o verlap 0, and are reprcse nted by diffe rent 
super script lett e rs. 
Mean± sd Pe rce ntage 
Environnement Fertility Earl y growth Late growth Survi val at 144h 
Co ntro l 173.8 ± 43.5 ' 953. 1 ± 1313 '' 345.7 ± 106.9 J 80 .9 J 
Uranium 78.2 ± 26.4 h 72 1 . 5 ± 1 088 h 184.2 ± 100 .1 h 88.8 ' 
Sa lt 23.6± 34. 1 ( 223.2 ± 79 .6 ' 127 .2 ± 12 1. 0 " 46 .5 b 
W e found modera te phenotypic corr elations between traits in the three different 
environments (Table 4). In ali environments, individuals that had a higher fertility also 
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had a stronger early gro-vvth and better survival. The phenotypic correlation between 
earl y and late growths was negative in the control and in uranium but positive in salt. ln 
the control environment, fertility and early growth were positively genetically 
correlated, but these two traits were negatively correlated to the late growth. The range 
of these correlations was strong (> 0.75 in absolute value, Table 4A). Moreover, the 
genetic correlation between fertility and late growth was hidden since phenotypic 
correlation was non-significant . However the environmental correlation (re) was opposite 
in sign but non-significant (re = 0 . 100 [-0 . 128; 0 .300], see appendix C Table C2 for 
environmental correlations). ln turn, we did not detect any genetic correlation in 
uranium. ln particular, posterior modes for gene tic correlation between fertility and 
growth traits are close to 0 ( -0 .02 3 and -0.06 3, Table 4B). W e found strong gene tic 
correlation for the same combination of traits in salt and in the control (Table 4C) but 
with changes of sign for the correlation invohing la te growth due to the change of gene tic 
covariance signs (see appendix C Figure C l for genetic covariances between traits). We 
did not find any significant genetic correlation involving survival in ali three environments 
(Table 4). For phenotypic correlations that were not detected at the genetic leve!, 
environmental correlations were significant (see appendix C Table C2). 
W e fou nd a positive and significant genetic correlation between the control and the 
uranium environm ent for fertility (Table 5), indicating a genetic dependence across 
environments. W e also found a positive correlation for late growth across these two 
environments and a negative one for early growth between the two polluted 
environm ents despite a slight overlap of 0 for 95% HP Dis . Because of a potentiallack of 
power, we did not present cross-environment genetic correlations for sur vi val. 
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Tab le 4 . Matri ces of' herit abilities (d iagonal), phenotypi c (be low the di agonal) and genetic co rrelations 
(above the diagona l) . 
Param eters wi t h their 95 %, in tervals of Bayes ian credi bil ity, for t raits measu red on C. elegans in the 
co ntro l, the uranium , and the sa lt environment. Values in bold are signifi cant es timates. 
A CONTROL Fcrtil ity 
Fcrtility 0.249 [0.036; 0.525 J 
Ea rl y growth 0.543 1 0.3 45; o. 71 81 
La te urowth -0. 15+ 1-0.427; 0 .093 1 
" Survival 0.695 10 .454; 0.88 11 
B URANIUM Fcrt ility 
Fcrtili ty 0.039 1-0.075; 0.068 1 
Earl y growth 0.607 10.485; 0.6991 
Latc gruwth o. 140 1-0.03 1; 0.326 1 
Survival 0.736 10.4 11; 0.852] 
c SALT hrtility 
Fcrtili ty O. 186 1-0.034; 0.442] 
Ea rl y gmwth 0.55 1 1 0.392; o. 723 1 
Latc urowth 
" 
0.537 10.340; 0.694 1 
Sun·iva l 0.404 1 0.037; o. 7421 
A- Fertility 
Ea rl y growth 
0 .904 [0.36 1; 0.965 1 
0.314 ro.t 05; 0.608] 
-0.299 1 -0.566; -a.t o 1 J 
0.346 1-0.007; 0.(;73 1 
Ea rl y growt h 
-0.023 1-0 635; 0.693 1 
0.042 1-() .073; o. 122 1 
-o. 34 7 1 -0.479; -o.1 25 1 
0.512 [0.062; 0.7241 
Early growt h 
0.896 [0.5 14; 0.9871 
0.270 [ 0.001; 0.512 1 
o. 708 1 0.584; 0.8131 
0.515 10.1 44; 0.7381 
• Phenotypic variance 
o Environmental variance 
0 Genetic variance 
La tc growth Surviva l 
-0.9 12 [-0.987; -0.4501 0.92+ 1-0.5 20; 0.985 1 
-0.780 [-0.967; -0.1 881 0.930 1-0.279; 0.991 1 
O. 11 0 1-0.009; 0. 424] -0 .839 1-0.978; 0.588 1 
o. 132 1-0.3 10; 0.553 1 0 .073 1-0.087; 0.394] 
La te growth Sun•ival 
-0.063 1-0.683; 0.7841 0.37 1 1-0.691; 0.863 1 
-0.52 1 1-0.X35;0.63ï l -0.40 1 1-0.869; 0.7171 
0.034 1-0.059; 0.241] -0.720 1-0.948; 0.7491 
0.20H 1-0.372; O. 576] 0.083 1-0.089; 0. 154] 
Lare growth Survival 
0.774 [0.045; 0.966 1 O.H92 1-0.XO+; 0 .96 1] 
0.8 11 10. 188; 0.967[ 0 .90 1 1-0.825; 0 9731 
o. 126 [-0.039; 0.363 1 0.901 1-0.722; 0.9671 
0.725 [0.448; 0. 880 1 0.067 1-0.086; 0.2 17] 
B - Earl y growth 
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Figure 15. Variance es t im ates with their 95 %, intervals of Bayesian credibili ty, fo r fe r t ility (A) and early 
growth (B) measured on C. eleaans in the m ntro l, the uranium, and the sa lt environm ent. 
Phenotyp ic variance ( Vr) is decomposed in environmental ( V1) and genetic variances ( Vc). Estima tes were 
obtained using mu ltivariate models fo r diffe rent tra its within the same environment (see appendix C 
Figure C2 for late growth). 
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Table 5. Cross-environ ment genetic corre lati ons. 
Param eters with their 95'Yo intervals of Bayesian cred ibility, for traits measured on C. elegans. 
Fc rtility 
Contro l-Uran ium 0.7 1810.02+; 0 .9681 
Contro l-Sa lt 0 .4++ 1-0.585; 0.7871 
Uranium -Sa lt -0.070 J-0 .746; 0 .711 1 
4. Discussion 
Earl y growth 
0.4!81 -0 .478; 0.8381 
0 .0871 -0 .473; 0 .716 J 
-0 .81 1 J-0 .9+3; 0.076J 
la tc growth 
0.8331 -0.0+9 ; 0 .95+1 
0.554J -0.488; 0 .900J 
0.625 J-0 .292; 0 .9+2J 
Surviva l 
0.978 [-0 .967; 0.998J 
0.967 [-0 .9+0; 0.996[ 
-0.9+3 [-0 .999; 0 .929[ 
Previous theoretical and empirical investigations have show n differences in the expression 
of genetic structure of morphological and !ife hi story traits between stressful and control 
environm ents (Hoffmann & Meril a, 1999 ; Roff, 2002 b ; Charmantier & Garant, 2005). 
Here we show that living in a polluted environm ent can decrease both genetic and 
environmental variances. Y et the sn-on ger r eductions of genetic variance rather than 
environmental variance explained the redu ctions in heritability. Heritability for fertility 
and earl y growth were lower in uranium than in sa lt, despite the stronger effects of the 
salt environment on phenotypic traits . Concerning changes of heritability in uranium, we 
found no genetic correlations contrarily to the salt and control environm ents . There w ere 
strong gene ti c correlations betwcen fertility, earl y and la te growth in contl·ol and salt but 
changes of sign for correlations invohing late growth in salt. Cross-environment, there 
was a positive gcnetic correlation between contl·ol and uranium environment for fertility 
and probably also for late growth. Between uranium and salt environments, ther e was a 
negative genetic correlation for earl y growth. 
Heritability (t) from our experim ent did not on! y yield additive genetic variance probably 
because ther e is a large amount of epistati c interactions due to the experimental 
. bottl eneck, li nked to the foundation of !ines, as David et al. (2005) explained. This 
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additional cffcct would be o -yptic in a large panmictic population. Other quantitative 
genetic designs may not suffer from that issue . For example, an 'animal m ode!' (Kruuk, 
2004) using complete information on a pedigree can provide ver y appropriate estimates 
of quanti tative genetic parameters . However , it is almost impossible to build up a 
pedigree for C. eleaans, a species for w hich we cannot differ entiate between individuals 
without separating them, as in our experim ent . For the same r easons and the difficulties 
to control for all the offspring if they come fr om outcrossing or self-fertilization, it is very 
hard to crea te a half-sib / full- sib design experiment in this species. Besicles, ILT has been 
shawn to provide a better estimation of heritability than the parent -offspring regression 
method (Bubliy et al . , 2001 ) . Therefore , ILT remains a very appropri ate and convenient 
approach to quantitative genetic analyses in this species . 
4 .1. Effects on heritabili ty 
Comparcd to the other traits , sur\'ival heritability was absent or extremely low (thus 
difficul t to detcct) in the control emironm ent. This may be due to its genetic regulation . 
Survi va l is r egu lated by a few genes of large effects contrary to growth or r eproductive 
~ 
traits which are r egul ated by many genes of small effects for w hich heri tability increases 
(Hoffm ann & Parsons, 1991; Barata et al ., 200 2; in C. eleaans Knight et al. , 2001 ) . 
Heritabilities in the control environment were moderate fo r early growth and fer tility 
and low for late growth . Gutteling et al. (2 007) studied broad-sense heritability. on 
recombinant in bred !ines of C. eleaans for body massat maturation and fertility at diffe rent 
temperatures . Heritability was similar to that of our study for fert ili ty but it was higher 
for growth. However the difference can be explained by the differences in temperature 
bet:vvcen our study (20°C) and theirs ( 12 and 24°C), which affects average growth and 
reproduction (Byer ly et al., 1976) as weil as heritability (Gutteling et al ., 2007) . 
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The decrease in heritability for early growth and fertility in both pollutecl environments 
is consistent with severa! laboratory or field studi es , although sorne studies show the 
opposite r esponse (revievved by Hoffmann & Merila, 1999 ; Charmantier & Garant, 
2005) . Heritability reduction could be caused by a decrease in additive genetic variance 
or an increase in environmental variance. O ur results showed that both environmental 
and genetic variance were higher in the control, r esulting in a decrease of phenotypic 
variance in both polluted environments (Figure 15). Despite the deèrease in phenotypic 
variance, the r eduction of heritabilities vYas mainly due to the r eduction of (additive) 
gcnctic variance. Although a reducti on of heritability is commonly caused by an inc.Tease 
in the environmental variance corn panent, the re can be· cases where it results from a 
r eduction of the genetic variance components (Charmantier & Garant, 2005). In this 
latter case , the decrease in heritability could be triggered by a limitation of the genetic 
potential due"to constraining developmental conditions (Wilson et al., 2006), e.g . despite 
strong additive genetic effects i:-esponsib le for individual differ ences in body size , potential 
size may not be attained because of a stress- induced reduction of growth r ate (Gebhardt-
Henrich & Van Noordwijk, 199 1). 
Furthermore, heritabilities were extr emely low in the uranium environment. In sever a] 
studies, phenotypic variation in stressful environments seems to be rather r elated to the 
provided novelty (Holl oway, 1990; Kristensen et al., 2003). The original populations at 
the origin of the wild isolates used in our study may have experienced either similar 
stresses or different stresses affecting the same sets of genes as the uranium . Moreovcr 
evolutionary response of a trait to selection cannot occur in an environment where the 
trait heritability is nul!, no matter how strong selection pressures are. Wilson et al. (2006) 
showed a decrease of maternai genetic variance in a stressful environment for wild sheep 
although the strength of selection was strongly and positive] y corr elated to the quality of 
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the envi ronment. Cadmium (a heavy metal like uranium) induced r edliction of broad-
sense heritabili ty in Daphnia maana at 20°C, but apparently this vvas mostly due to the 
decr ease in dominance variance (Messiaen et al., 20 12) . Nonetheless , Hendrickx et ai. 
(2008) observed a strong decrease in heritability of growth in the wolf spider Pirata 
piraticus associated to a decrease in additive genetic variance in a cadmium environment, 
compared to the control. The authors proposed that the expression of growth in that 
species im·olved differ ent sets of genes in the different environments. ln a stressful 
environment, gene expression gonrning the traits can be masked by other allel es 
involved in detoxifi cation (Hoffmann & Parsons, 1991). Indeed, for severa! heavy metals 
including uranium, resistance is due to one or a few major genes in C. eleaans (Klerks, 
2002 ; Aschner & Martinez-Fin ley , 20 11 ), which could mask the genes' expression of 
quantitative traits such as !ife history traits. Nonetheless if heritabi li ty is only hidden but 
existent, se lection may still act on it, th us more studies are required to confirm the effects 
ofpolluted environm ents on heritah)lity r eductinn. 
4. 2. Cros -environm ent gene tic correlations 
W e detected cross-environrn ent genetic correlations betvveen contr ol and uranium for 
fertility and apparently also for late growth. This indicated a partial overlap between the 
genes involved in the expression of these traits in both environments (Falconer & Mackay, 
1996), despite different gene tic variances between control and uranium. For other 
measures between control and the polluted environments, the 95% HPDI largely 
overlapped 0 and it is thus possible that the correlation is negligible or this r esult may be 
attributed to a potentiallack of power relatcd to the number of !ines in our experiment. 
Gi ven th at our aim was only to detect the pr esence of negative gene tic correlations r ather 
than ob tain an accurate measure of it , our method based on bne mean was sufficient as it 
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generally produces lower correlations than other m ethods thu s r esulting in a m ore 
conser vative estimate (see Astles et al., 2006). Ali the posterior m odes of correlations 
with the control environment are either positive or close to 0, implying that there is no 
trade-off for the m easured traits between the uranium or salt environm ent and the 
contr ol environment . T herefore , adaptation to uranium or to salt does not seem to be 
associated with a strong coevolution between environments for these traits in our 
experiment. 
However , ther e was a negative gene tic correlation for earl y gr ov'vth between uranium 
and salt , which indicates a cost to adapting to the pr esence of one of these pollutants after 
adapting to the other. In their experimental evolution study, Lopes et al . (2008) found 
that once C. elegans was adapted to an environment polluted with a pesti cide , t h.er e was 
no adaptation cost for r eproduction in the control environm ent or an environment 
pollu ted with a second pesticide . Contrarily, Jansen et al. (2 011 ) showed an adaptation 
cost, which was conditional on the novel envir onm ent forD. magna populations that were 
exposed to a pesticide . Adapted populations of D. magna suffered no costs in the control 
envir onment but were more parasitized, therefore suggesting a higher susceptibility of 
this population to other stresses. ln cono-ast , adaptation costs to cadmium existed in the 
contro l environm ent , for grow th in D . magnCJ (W ard & Robinson , 2005) or fer tili ty in D. 
melanog aster (Shirley & Sibly, 1999) . The advantage of cross-environment estimates of 
gene tic correlation to measure the potential adaptation cost to pollutants is that it can be 
performed over a shor t period compar ed to other approaches such as experimental 
evolution . The absence or presence of adaptation cost to pollutants r evealed by this 
methoci, however, would need to be validated by dir ect multigenerational experim ents 
of adaptation to uranium and salt, befo re one can generalize its appropriateness. 
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4. 3. Effects on gene ti c correlation structure 
The strong genetic correlation in the control environment ind.icated a coevolution 
betvveen growth and fertility (Table 4A). Genotypes that gr ew faster before sexual 
maturity (early growth) 'Nere more fertil e but had a reduced late growth . This 
evolutionary strategy is general! y that of small , shor t -lived organisms as C. elegans Cr-
selection, MacArthur & Wilson, 1967 ; Roff, 200 2b). C. elegans produ ces juveniles as 
soon as possib le (Hodgkin & Barn es, 199 1) . Sperm production takes place during larval 
stages and then stops at the m olt, which produces the adults while the r emaining germ 
line cells generate exclu sively oocytes unti l the end of the egg-laying period (Antebi et 
al. , 1997). lnve ·tment in growth during the costly oocyte production affected directly 
ferti li ty (Goranson et al., 2005). Consequently, the likely outbreeding depression caused 
by the hybr id.ization between di verse wild isolates (Dolgin et al. , 2007) , to create the 
populati on used in our experim ents, may be the cau se of its low fertility (about 174 larvac 
in control, Tabl e 3) compared to other populations of C. elegans (Hodgkin & Barnes , 
1991) . HO\·vever, outbree ding depression happening at the construction of the C. elegans 
population, when the wild isolates were crossed, and d.id not break clown the expression 
of genetic structure of the study population under stabilizing selection (Teot6nio et al., 
20 12). 
Genetic correlations in the salt emironment existed for tl1e same combination of traits. 
When compared to the conb·ol, the changes in sign for correlations in volving late growth 
in salt could be explain ed by a considerable developmental delay in this envir onment. 
Unlike in other environments, most individuals sta rted laying eggs after 72h , and even 
after 144h (data not shown). So, we could say that carly and late gr owths correspond to 
early growth in salt, and that the expression of genetic structure between growth and 
fertility is d o e to that of the control en vironm ent . In contrast, the gene tic correlations 
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in the control be came nul! in uranium, in particular tho se involving fertility. Interestingly 
in LU·anium the phenotypic correlations were similar than in the control environment, 
due to significant environmental correlations (see appendix C Table C2) . It has even been 
shovvn that enYironmental correlations can haYe opposite signs than genetic correlations, 
in parti cul ar due to acquisition and all ocation of resources for both traits (de J ong & Van 
Noordwijk, 1992; Roff, 2002b). Besicles this coule! also explain, the presence of more 
significant env:ironmental correlations in the stressful er{v:ironment, in our stuc! y, w here 
individuals have probably sufferecl from effects on r esources acquisition and allocation 
(Lamitina & Sn-ange, 2005 ; Ji ang et al., 2009 ; Giovanctti et al . , 201 0) comparcd to the 
control. This highlights the importance of looking at the genetic so·ucture: despite the 
same phenotypic structure in different env:ironm ents, the expression of genetic structure 
may be broken clown, implying a different evolution of !ife histor y traits (Wi llis et al., 
199 1 ; Gibert et al . , 1998 ; Roff, 2002b ; Haclfielcl et al., 2007). 
Mechanisms of r esistance, governecl by gene expression, enable maintenance of 
indiv:iduals uncler highly stressful conditions such as pollution, but affect expression of 
gene tic structure (Hoffmann & Parsons, 199 1). Indeed Shirley & Sibly ( 1999) analyse cl 
the processes by which D. melanoaaster increased its tolerance to cadmium. Apparently 
the links between genes involved in ferti lity, surv:ival and development period in a control 
environment may be disrupted clue to the addition, in the previous links, of r esistanc~ 
genes cxpressed in cadmium . It is also the case for natural birch-feeding insect, Priophorus 
pallipes; the genetic correlation bct>veen body size and development t:ime was positil'e 
when quality of fo li age resourccs vvere good and negative or close to zero fo r low 
resource quality (Ka use et al. , 2001 ). Evolutionary trajectories depend on the effect of 
env:ironmental conditions on organisms (Sgro & Hoffmann, 2004). Hence, even if 
selection experim ents in polluted environment require considering the temporal 
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heterogeneity of the G matTix, for example by em ergence of trade-off (de Jang, 1995 ; 
Steppan et al., 2002 ; Fuller et al. , 2005), we showed here that the expression of genetic 
structure is already changed when indi vidual are subject to sudden pollution. ln contrast, 
a change in the genctic structure in the uranium environment, by selection on 
heterozygosity for example, is hardly possible given that mortality was similar in the 
uranium and the contro l environm ents. Th ere are also differ ent degrees of change, for 
uranium and salt, probably depending on th eir mode of action . Consequently, evolution 
of the G matrix is already affected fr om the moment pollutants appear in the 
environment. It should now be important to consider why sorne pollutants or specifie 
genetic conditions promote stabi li ty or instability of the G matrix. 
4.4. Relation betwecn heri tability and fitn ess 
Another important aspect of our result is that, when compared to the contro l, the 
decrease of heritabili ty was higher in uranium than in the salt environment (Table 4) 
although salt concentrations used in our study affected more strongly the indiv:iduals ' 
fitness (Table 3). Con ·ecjuently, changes in heritability are more complex than a simple 
positive relation betwecn stress effccts and fitness r eduction. The decr ease of heritability 
in polluted environmcnts may also depend on hovv interference disrupts gene expression 
(Medina et al. , 2007). Howevcr this needs to be clarifie cl with studies that focus on . 
heritability in differ ent polluted e nvironmcnts with differ ent concentration ranges of 
pollu tant as weil. 
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5. Conclusion 
Isogenic lin es of C. elesans allowed us to anal y se in one generation the effects of pollutants 
on the expression of genetic structure of !ife history tr aits . O ur finclings confirm the 
decrease of heri tab ility in polluted environments probably du e to the expression of 
different sets of genes, such as r esistance genes , that disrupt the expr ession of genetic 
structure , especially in sudden uranium pollution. Moreover the decrease of heritabili ty 
is not linearly correlated to fitness r eduction in polluted environments. The extremely 
lovv heritability in uranium could prevent selection to act despi te strong selection 
pressures on traits. Finally, when individuals ar e adaptecl to one polluted environment , 
ther e seems to be a genetic cost to living in the other polluted envir onment. Pollution 
can break clown the expression of genetic structure of li fe his tory traits of a population of 
C. elesans upon arrin l in its environm ent , and thus affect its evolutionary potential. 
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ARTICLE III 
MULTIVARIATE A ALYSES OF EVOLUTIONARY CHANGES I LIFE 1-I ISTORY 
TRAITS OF A CAENORHABDITJS ELEGA NS POPU LATION EXPOSED TO 
POLLUTION 
Morgan Dutill eul, Jean-Marc Borzom, Catherine Lecomte, Benoit Goussen, Fabrice 
Daian, Simon Galas, Denis Réale. Emlution. ln prep 
Abstract 
Because of their strong intensity of selection, some anthropogenic cli sturbances force 
populations to evoh•c r apidly to r esist. 1-I mYeYer, these environmental changes can also 
·alter the genetic structure of tTaits, acting on the evolutionary potential of tra its. Thus, 
assessing the effects of pollutants on evolutionary r esponse and genetic sb·ucture is 
important to our understancling of mechanisms entailing specialization or res istance to 
environm ental changes . ln this study ,. w e use cl an exper imental evolution approach where 
we exposed Caenorhabditis eleaans to uranium, salt and alternating uranium and salt 
environments during 22 generations. At severa! generations, we measured inclividual 
traits, in particular fertil ity and growth, Moreover, we evaluated the phenotypic (and 
potentially genetic) pattern of traits (co )variance through generations in uranium and salt 
environments. w e showed a reduction of the stabi lity of the structure of traits in uranium 
environment and a higher capacity to response by acclimation, opposed to the r esults in 
sa lt environment. Consequent! y, the evolutionary responses of traits were general! y 
higher in salt than in w·anium. Furthermore, in alternating environment the populations 
had the strongest evolutionary response for fertility. Th us, the selection of a generalist 
type clid not entai! a reduction of resistance for both pollutants. With this 
multigenerational experiment, we confirmed in C. eleaans that the effects of pollutants on 
the evolutionary potential of traits can b e extremely fast. 
Keywords: experimental evolu tion; evolutionary response ; phenotypic (co )variance; 
local adaptation; evolu tion of generalism; Caenorh abditis eleaans ; pollution; uranium 
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1. Introduction 
During the last few decades numerous studies have highlighted the important role of 
anthropogenic disturbances on the occurrence and specd of contemporary 
microevolutions in wild populations (reviewed by H enclry & Kinnison, 200 1 ; Medina et 
al., 2007 ; Morgan et al. , 2007 ; Hendry et al. , 2008). For exampl e , studies have reported 
cases of in creased resistance to heavy m e tais or pesticides in !css than twenty generations 
in r esponse to strong selection pressures ( e . g. Antonovics et al., 1971 ; Klerks & 
Levinton, 1989 ; PO\d es et al., 1998 ; Beaudouin et al., 20 12). 
Speed of eYoluti onary r esponse is assumed to depend on both the intensi ty of selection 
pressures and the leve! standing genetic var iation for the trait under se lection (falconer 
& Mackay, 1996). However, population can take different evolutionary traj ectories in 
response to the same novel se lection pressures. For instance, in r esponse to a o llutant 
energy allocation can change to favour detoxification mechanisms (Kraaijeveld & 
Godfrey , 1997 ; Burdon & Thrall, 2003). Alternatively, the pollutant may affect the 
evolu tion of !i fe history characteristi cs, with an eYolution towards faster growth that 
cause a r eduction of the internai concentration of the pollutant (Sibly & Calow , 1989). 
Furtherm ore, evolution experiments placing populations in presence of a pollutant over 
multiple generations have shown that after an early quick drop fitness can increase in as 
fast as six generations (Xie & Klerks, 2003 ; Ward & Robinson, 2005 ; Salice et al., 20 10 ; 
Jans en et al., 20 11 b). The se results indi catc th at at !east in these conditions populations 
can show qui ck evolutionary r esponse to selection in a novel environment . 
Selection induced by pollutants is generally directional, continuous, and strong 
(Posthuma & Van Straalen, 1993 ; Medina et al., 2007) . Nonetheless , wild populations 
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affected by pollution gener ally li n in heterogeneous environments vvher e different 
selection pressures can act on the organism in different directions (Levins, 1968 ; 
Hedrick, 1974, 1976, 1986) . These differentiai selection pressures have been shown to 
help maintaining genetic variation in population, from both a theor etical (Haldane & 
Jayakar, 1963 ; Gil-l espie & Turelli, 1989; Hedrick, 1995 ) and empirical point ofview 
(Mackay, 198 1 ; Hech· ick, 1986 ; Gram & Sork, 2001 ; Roff, 2002b). Furthermore, 
temporally fluctuating environments seem to favour a generalist rather than a specialist 
way of life (Reboud & Bell, 1997 ; Cooper & Lenski, 2000 ; Turner & El ena, 2000 ; 
Cooper & Lenski, 2010) . ln such a case, populations eYolving in an alternating presence 
of stressors in their enYironment may cope less with each sn· essor, and their evolutionary 
response may be slm·ver , than that of popul ations that have evolved in response to only 
one of the stressors. To va lidate these hypotheses we explore the speed of evolutionary 
response to selection in populations of Caenorhabditis eleaans subject to only one type of 
pollutant or to alternating pollutants in their environm ent. 
An organism can be viewed as an integrated system vv-ith functional, developmental, and 
genetic associations among its different traits (Pigliucci, 2003). Therefore not taking into 
account the different tJ·aits involved in the adaptation of the population facing noYel 
selection pressure can bias the prediction of its evolu tionary tJ·ajectory (Schluter, 1996 ; 
Begin & Roff, 2003). ln other words, the evolu tionary potential of a group of traits is 
constJ·ained not only by the additive genetic variation of each trait and the strength of 
selection pr ssures acting on them , but also by the magnitude and sign of their genetic 
associations (Lande & Arnold , 1983; Falconer & Mackay, 1996 ; Roff, 2002b). These · 
variances and covariances ar e included in the G matrix of additive genetic variance and 
covariance (Lande, 1979). 
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G matrices can be highly stable tlu-ough tim e (Arnold et al., 2008 ; Garant et al., 2008), 
although severa! studies have shown that its stability can be alter ed (Maynard Smith, 
1989 ; Steppan et al., 2002 ; McG uigan, 2006 ; Doroszuk et al., 2008 ; Berner et al. , 
201 0), and at the extreme following short-term environm ental changes (Bégin et al. , 
2004; Sgrà & Blows, 2004). The evoluti onar y traj ectory will depend on diver se aspects 
of the matrix structure su ch as its temporal stability and the leve! of traits (co )variance 
(Jones et al . , 2003 ; Berner et al. , 2010) . To our knowledge , multivariate analyses of 
microeYolution event in r esponse to a pollutant haYe not been studied yet, and one of our 
previous stu dies has shown that pollutants could highly alter the stability of the P and G 
matrices (article II). W e proposed here to study experimentally the evolutionary changes 
occurring in the phenotypic structure of !ife history traits in C. elegans subj ect to differ ent 
polluted environments. Although, The phenotypic stru cture cloes not alvvays r efl ect the 
genetic structure appropriately (RofT, 2002a) , in an experimental context where novel 
emironm ental conditions arc controlled for, \\·e can assume that after four generation s 
in the same environment witlun- and cross-generation phenotypic plasticity are stable 
over time (Scheiner, 1993 ; Mousseau & Fox , 1998 ; Rasanen & Kruuk, 2007). 
Consequent! y , changes fr om one generation to another o bservecl at the phenotypic leve! 
essentially refl ect changes at the genetic lëvel. 
In the present stuc! y, our goal was to evaluate the evolution of life -history traits in 
C. elegans populations in r esponse to pollu tion . T !Us nemato cle is a goocl mode! to perform 
microevolution experiment because of its short life cycle, its small body lcngth and its 
great case of hanclling (Braendle et al . , 2008). Our approach all owed us to provide novel 
results on: (i) the degree of evolu tionary r esponse to se lection of life history traits in a 
genetically diverse population of C. elegans, leading to differentiai ino -eased resistance for 
two different constants pollutions (i. e . uranium or !Ugh salt co ncentrati on) and to 
1 . 
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alternating ur aniu ~1 and sal t pollution, and (ii) the evaluation of the changes in the 
phenotypic / gene tic structure over time in these pollu ted environments . 
2. Material and methods 
2. 1 . Population maintenance 
W e worked w ith a stock population of C. elegans composed of a mixture of 16 wild 
isola tes (Teot6ni o et al. , 20 12) to ob tain a large gene tic cL ver sity . The population was 
kept in the experim enta i condi tions described in Teot6nio et a/.(201 2) for over 140 
generations, prior to our study, wher e recombination-selection equilibrium was mostly 
achiewd wit hout s_ignificant Joss of gene ti c diversity . The population was compose cl of 
around 30% of males for an androclioecious breecling system (i .e. sclf-fertili zation of 
hermaphrodites and facul tative outcross with males). For our stucly we changed 
laboratory conditions: we used 500 individuals in a 9 cm di ameter Petri plate (6 
r eplicates) with NG M-moclified agar (use of HEPES buffer, see article I). O nce NG M 
was cLspensed into Petri plates , plates were left in a laminar f1 ow hood one hour to dry 
GM . We also grew E. coli O P50 cul tures in Lysogeny Broth (LB) r ich medium at 37°C 
overnight. To avoid interaction between LB and uranium in the future U-treatment, we 
systematically centr ifuged bacteria twice, removed the supernatant and re-suspende cl 
bacteria w ith a solution of 85 m M Na Cl to obtain a 20 :1 mixture of E. coli (O D6oonm of 3 
in LB). Plates wcre scecled with 1 ml of thi food source and left in a laminar flow hood 
for one hour to allow the bacterial culture to dry. Then plates were top-exposed to UV 
doses for 90 s to stop bacterial growth (Bio-Link Crosslinker; À=254 nm; intensity = 
200 ).1Watt.cm·2) . The main aim of this UV treatment was to avoid different bacter ial 
grovvth in contro l and pollu ted plates . 
106 Article 11/ - Multivariate anaf_yses if evolutionary changes 
Every 3 days we washed twice the nematodes off the plates with 3 ml of M9 -modified 
solution (use of HEPES buffer ) for each repli cate and kept a sample per r eplicate in 15 
ml falcon tubes . The number of individuals in a tube was estimated v\·ith five sarnple drops 
of 5 1-1 l (see Teot6nio et al. , 2012), and then the volume corresponding to 500 inclividuals , 
from ail developmental stages, was placed in a fr esh Petri plate. This was clone to transfer 
a representative sarnple of the age structure of the population at each t irne and avoid 
unintentional selection of sorn e specifi e !ife history strategies. Nematodes were cultured 
throughout the experim ent at 20°C and 80% of r elatiYe humidity. 
2. 2 . Conditions of pollution 
After repeating this protocol forty times (i. e . for about 40 generations) , the individuals 
from the six replicates were mixed before transferring, in four different conditions, 500 
individuals per plate (six plates per condition). W e maintained the novel populations in 
similar conditions than previously but changed th e medium depending on the four 
conditions of the experiment: (1) a control em'ironment (see above for m ecl.i um) and 
three stressfu l environments, identical to the control, except for the addi tion in the 
NGM-modified agar of (2) 1.1 mM U (uranyl nitrate: U0 2 ( 0 3) 2 , 6H20; Sigma-
Aldrich, France), (3) 308 mM NaCl or (4) alternating uranium and salt at each generation 
(in the same conditions as for treatment 2 and 3 and salt for odd generations) . Thereafter 
we will refer to different population evolving in these environm ents as control, uranium, 
salt and alternating populations. Uranium and salt concentrations were chosen because 
they entailed a r eduction of fertility by 60% at the fir st generation of exposition 
corresponding to a strong selection. In ail medium we added ·51 mM Na Cl as in the 
classical preparation of GM ( tiernagle, 2006), except in the salt environment w her e 
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NaCl- concentration was of 308 mM . In the U-treatrnent, we also added the volume to 
ob tain a concentration of 1. 1 mM U ( depending on volume of U -medium to prepare at 
each generation) of a solu tion of 50 mM U in NGM still liquid after autoclave. This 
multigenerational experience of se lection .lasted 66 days and approximately 22 
generations (i .e . one generation per three days). 
2.3. Traits measurem ents 
During the fir st four generations we quantified the effects of within-individual and cross-
generation phenotypic plasticity by measuring the traits at each generation. W e th en 
measured traits once ev er y three generations un til generation 2 2, except for generation 
20 during whjch - for logistical r easons - wc did the measurements instead of ge·neration 
19. Populations expcr ienced longer generation time in salt, but to simplify vve considered 
a 3-days generation tim e for ail the treatments thereafter. 
At any given generation, after b·ansferring into a novel 6 cm di ameter Peb·i plate the 500 
individuals needed for the next generation, we sampled approximately 200 individuals 
per replicate and placed them into a new Peb·i plate with a control agar medium. We 
then estimated m ore precisely population size by counting individuals that were left on 
the Petr i plates from the given generation after placing them at 4°C for one hour to slow 
clown the movement of individuals. 
After cleaning the individuals off the plate, there were still hundreds of eggs adhered to 
the sur face of the plate. We used these eggs for our phenotypic measures. Approximately 
100 cggs werc taken from the original Petri plate and b·ansferred into a 6 cm ·diameter 
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Petri plate , contained 10 ml of NGM (same m edium than during the three previous 
generations) and 250 11! of 5:1 UV-killed O P50 (O D6oonm of 3), to m ea ure survival and 
sex-ratio after 48h . W e scored as dead eggs that did not hatch and worms that did not 
move their body or their head in r esponse to three r epeatcd stimulations vvith a platinum 
transfer pick (Sutphin & Kaeberlein, 2009). Visual differ entiati on between males and 
hermaphrodites starts to be possible at L4 larval stage (Sulston et al . , 1980). As the 
individuals that survived were at !east at the L4 stage , we could determine their sex based 
on morphological criteria. Because of the developmental delay happening in the salt 
treatment, sex ratio in this treatment was only evaluated at 72h. 
W e measured phenotypic traits on both herm aphrodites and males. To m easure brood 
size , and index of fertility, three hermaphrodites per r epli ca te were transferred 
indiYidually in a well of a tissue culture plate (12-well , same medium than in the original 
Petri plate) containing 2 ml of NG M pcr weil and 75 pl of 5:1 UV-killcd OPSO. Brood 
size was m easured as the number of hatched progeny produced by a hermaphrodite . An 
index of earl y and late (hatched progeny produced before and after 96h of age) fertility 
was also used. 
W e measured rnorphological traits using pictures of inclividuals taken with a 
ster eomicroscope (O lympus SZX12, 1.6 x 90 magnification) and a computer-connectee! 
camera (Nikon D5000) . As for fertility, males and hermaphrodites were measured at 
96h. Image analyses for males ' body lcngth were clone by a rapid and automatic 
procedure , used in batch, developed in Matlab (R2010b, Mathworks © ). First a. 
background subtraction is applied and the body is extracted by a classic thresholding 
method. A skeletonization algorithm is then used to obtain the r elevant body points , 
which ser ve as basis for a spline of interpolation to measure the pr ecise length of each 
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iridividual (see appendix D for more detai ls on the automatic procedure). We coulù not 
measure hermaphrodites with this m ethod because of the presence of bacteria, altering 
the differentiation of individuals. Consequcntly, we used Image] software (Rasband, 
2012) and measured their body length manually. We validated the automatic m easures 
by comparing them with a sample of manual measures in males; and found a very strong 
correlation between the two methods (r =O. 97, n = 15). Body length was used as an 
index of growth between 0 to 96h of age. 
W e finally m easured male body bend frequency at 96 h , as an index of locomotion 
behaviour. One body bend equals a change in the direction of the anter ior part of the 
worm (including the posterior bulb of the pharynx) along the Y ax is using the body of the 
worm as the X axis (Tsalik & Hobert, 2003). lndividuals on a 6 cm Petri plate were 
wilshed twice vvith washing buffer that permitted a rapid sedimentation of individual s in 
the liquid. The buffer was composed of 5 mM HEPES, 1 mM CaC1 1, 1 mM MgS04 , 0.5 
g.l·1 gelatin ( aeki et al., 2001 ). Then, individuals were placed onto a 6 cm diameter Petri 
plate containing 10 ml of NG M but no ba.cteria. After five minutes, we counted the 
number of body bends over 20 s of three male· per r eplicate. W e fo cused on male body 
bend: in addition to pro\iding movements necessary for finding the good li ving conditions 
in both males and hermaphrodites , locomotion behaviour is also necessary for males to 
encounter and ferti lizc hermaphrodites (Pannell , 2002 ; Barrière & Féli x, 2005a). 
2. 4. Effects of pollutants on traits 
Changes occurring during the first fow· generati ons included bath plastic ( e.g. individual 
phenotypic plasticity, maternai, and grand-maternai effects) and evolutionary r esponses 
to selection, wherca after generatio 1~ 4 between-generation phenotypic changes caused . 
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by plastic effects were negligible (Scheiner , 1993 ; Mousseau & Fox, 1998 ; Gagliano & 
McCormi ck, 2007 ; Rasanen & Kruuk , 2007), leaving essentially evolutionary changes to 
be r esponsibl e for the obser ved changes across generations. W e thus r an m odels w here 
we estimated evolutionary (i. e. genetic) changes as the changes occurring between 
generation 4 and 22 . Although in this study, we focused on evolutionary changes, w e 
presented analyses for the firs t four generations in appcndix E. 
W e used a Bayesian m ode! approach in the MCMCglmm package for generalized linear 
mixed-effects mode! (Haclfield, 20 10) in the R software (R Development Core Team, 
20 12). W e fi t ted multi variate generalized linear mixed- effects mo de ls on hermaphrodite 
(i .e . quaclrin r iate models on total, earl y, and la te fertility, and growth) and male traits 
(i. e. bi varia te models on body bend and growth) . W e a Iso used univariate mo dels to 
analyse the changes in mean survival, sex ratio (see appendix F for more details on these 
traits), and population size. For each mode! we successive ly added environment, 
generation (as a continuous Yariab le), and the ir interactions as fi xed effects. For the mixed 
models, we inclu ded r epli ca te popul ations as a r an dom effect . This allowed us to estima te 
the (co )var iance between r eplicates and within replicates [or r e:;idual (co )var iance], and 
to contro l for the dependence of data within each replicate across generations. For each 
selected mode! wc cstimated the replicate effects as the sum of (co )variance between 
replicates divided by the sum of (co)variancc within and between rep licates. We prO\ide 
more details on variance between r eplicates in appendix G. W e modellcd al! the traits 
with a normal error structure. The multivariate analysis allowcd us to estimate a full 
matrix of posterior distribu tions of (co )variance for ali the traits in the mode!, and to take 
into account the fact that associated traits may not evolve independently of each other. 
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Prior to analyse , we rescaled the traits by subtracting each value by the mean of the sa_mple 
and dividing it by tvvice the standard deviation (Gelman, 2008). After having tested 
differ ent priors (sec for example Tepli tsky et al., 20 11 ), we r etained a proper prior (nu 
= k - 1 + 0.002) with a very low variance param eter (l'= diag(k)* Vp*0 .05), wher e VP is 
the phenotypic variance , k the dimension of l' (i. e . number of traits). W e allowed models 
to estimate differ ent random and residual vari ances, and covariances betw een pai rs of 
traits. After having chccked for the convergence of parameters values (i. e. number of 
iterations, burn-in phase and thinning) and the absence of autocorrelation, we retained 
110 000 iterations with a burn-in phase of 10 000, for a total of 1 000 samples for each 
anal y sis. 
For each trait we prc\i ously fitted uninriate models \Yith temporal autocorrelation in 
nlm e package (Pinhciro & Bates , 2000) . W e wanted to check if the significant differences 
wer e the same than in our. multivariate models without correction for temporal 
dependency . Although the p-Yalues (n lme) were slightly different from p-MCMC 
(MCMCglmm), the significant effects (i. e . p-MCMC;::::: p-value < 0 .05) w ere the same in 
both models (data not shown). p-MCMC is the proportion of cases w here the samples 
from the MCMC chains is Jess than the significance leve! (here 0.05), equivalent to p-
values (Hadfield, 2010; Teplitsky et al., 2011). 
W e used the posterior distribution of each b-ait analysed to estimate the parame~er value 
and it confid nee interva ls (CI). We consideree! signifi cant differ ences for a trait between 
two environments or two different generations, when the 95% inter val of highest 
posterior density (HPDI) for the ubtraction between the whole posterior distributions 
ofboth estima tes di cl not overlap 0. W e used "signifi cant" even if with a Bayesian approach 
significance refl ect mor e a differ ence that is consider ee! as non negligibl e (cliff er from the 
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significance leve] commonly used in a fr equentist approach). For the study of the 
evolutionary r esponses to selection, we used the posterior m ode of the distribution of 
both the intercept (i.e. an estimate of the relative leve! of the trait for each treatm ent for 
a fi xed generation) and of the slope of the \inear r egression of each b·eatment as a function 
of generations (i .e . an estimate of the r elative change between generations in the value of 
the trait in one treatm ent r elative to the conb·ol). Si o pes were considered significant 
when their 95% HPDI did not overlap O. W e compar ed deviance information criterion 
(DIC) of models including differ ent effects. W e retained, as best fitted mode!, the mode! 
with the lowest DIC and this DIC differed from the second best fitted m odel 's DIC by 
more than 5 (Spiegelhalter et al . , 2007). When two m odels had DI Cs within a range of 
5, we r etained the most par sim onious one (i.e. with the lowest number ofparameters). 
2. 5 . Effects on the phenotypic/ genetic sb·ucture of traits 
W e assessed divergence of phenotypic pattern of traits (co )variance trough time and 
between populations. As we m enti oned earlier, we assumed that phenotypic changes 
occurring between generation 4 and 22 wer e primarily of genetic or igin . Consequently, 
we interpret these phenotypic changes as changes in the G matrix over t im e. However, 
we also shôw the changes observed during generati ons 1 and 4 as changes in the P matrix 
(without being able to separate genctic from environmental effects). 
For these analyses we created matrices for the three constant environments (i .e. control , 
uranium , and salt) and for traits in hermaphrodites (i.e. total, early, and late fertili ty , and 
growth) , and in males (i.e . body bend and growth). To increase the robustness of 
analyses, we assessed the temporal changes in each treatment by pooling data over 
successive generations (i.e. data from gener ation 1 to 4, 4 to 10, and 13 to 22). We used 
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these pooled sample to analyse the P m ao-ix (G 1: generation 1 to 4), and both the early 
(G2: generation 4 to 10) and late (G 3: g neration 13 to 22) potential evolutionary 
changes . . For each treatment we ran painvise comparisons between each successive 
mao-ix (G 1 vs. G1, G2 vs. G 3). W e then compared tvvo matrices (i.e. G 1 : generation 1 t,o 
4 and G+: generation 4 to 22) to analyse the differences between treatments :3.t each time. 
Results using G1 and G 3 or only G+ provided equivalent posterior modes , but larger 
HP Dis. Below we th us r eso-ict the presentation of the comparisons of G 1 and G4 only. 
W e combined Bayesian linear-mixed effect models with a bootstrap (resampling w ith 
r eplacement) procedure to calculate the angle between the first principal components 
(eigenvectors) of both matrices . Some deve lopments in matrix comparisons have enabled 
one to compare all the dimensions ofG matrices (Phillips & Arnold, 1999; Roff, 2002a). 
Howevcr, some au thors (Berner et al., 20 10 ; Johansson et al., 20 12) have suggested that 
differences in the first eigenYector of the matrices may explain most of the variation in 
the matrix structure, and thus that the m ethod comparing the first eigenvector of these 
mao-ices is sufficient to estima te changes of the structure of the mab-ix . This methods is 
also the one used to measure of the gene tic li ne of !east resistance (Schluter , 1996). For 
the comparison of the eigenvector of the matrices we ran rnodels not including any fixed 
effect. However, we included r eplicate populations as a random effect. After severa! 
tests, we decided to keep the sarne priors and parameter s values as in the models on the 
evolutionary r esponses. Then after a principal component analysis of the obtained 
matrices, we measured the eosine of the angle e, between the first eigenvectors of both 
matrices by eosine similarity: 
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where A; and JJ2,JJ are respectively the fir st eigenvector and the norm of the first 
eigenvector of the matrix i. W e al so estimated differ ences in matrix eccentricity, which 
is the r atio of the first eigen value to the sum of th e r emaining eigen values and in overall 
matrix size , which is the sum of the eigen values. A low man· ix eccentricity inchcates som e 
instability in the orientation of the primary eigenvector of the man·ix and r eduction of 
matrix size suggests a r eduction of variance and covariance Qones et al ., 2003) . To 
confirm the estimations of angle , eccenn·icity or size , we ran a bootstrap procedure with 
1 000 iterations for each comparison and calculated posterior m ode of distribution ançl 
9 5% CI. Mor eover, to considcr a significant chfference between two angles (or another 
parameter) the 95% CI of subtraction between the chsn·ibutions of the tw o angles should 
not overlap O. ln the bootstrap procedure , vve corre~ted automatically the arbitrar y 
change in the sign of the eigenvectors of any particular axis (axis refl ection) and the 
r eordering of axis due to very similar eigenvalues. However, it is easy to check these 
problem s and so r ean·ange the man·ices automati cally. 
3. Results 
3 .1 . Evolutionar y r esponses 
The best fi t ted m ode] for the temporal changes in hermaphrodi te traits included an 
interaction between n·eatinent and generation and a covariance between traits (Table 6) . 
W e found the same r esult wh en we limited the analysis to each comhination of two traits , 
except between growth and late fer tility (see appenchx H for more details on bivar iate 
models). For males the selected m ode! included the in ter action betw een treatment and 
generation, but incluchng trait covariance chd not improve the fit of the mode!. This 
inch ca tes that, for both sexes , trait. changes across generations chffer ed according to the 
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treatment. T he r epU ca te effects explained less th an 4% of the (co )variance among traits 
in these models. 
Although we show the comparisons between the intercepts (va lue at generation 4) in the 
different environments (Table 7), we w ill foctts below on the comparisons between the 
slopes of each environment. Slopes provide infor mation on the differ entiai rate of 
evolution of populati ons in these emironments. Traits did not change across generations 
in the control treatm ent, except for a slight reduction in late ferti li ty, which did not affect 
total fertility (Table 7 and Figure 16A). Evolutionary responses between generation 4 and 
22 were generally higher in salt (1-5% per generation) than in uranium (1 -2% per 
generation). The str ongcst evolutionary response for fertility happened in the altern ati ng 
treatment. The evolu tionary r espons was signi ficant for early fertility in uranium , for 
late fertility in salt, and for both of these traits in the alternating tTeatment (Table 7 and 
Figure 1 6C, D) . Traits related to reproduction produced stTonger positive evo luti onary 
r esponsc (2-5% per generation) than traits r elated to growth ( 1-2% per generation; Table 
7 , Figure 1 6B, F and see appendix J Figure J 1 ). Male body be nd was affected in the salt 
and in the alternating treatments, and ino-eased between generation 4 c,tnd 22, but did 
not change significantl y in the uranium treatment (Table 7 and Figure 16E). 
W e started each r epli cate population with 500 individuals. After three days and at each 
generation, population size in the control environm ent reached 20 000 individuals on 
average (Table 8, Figure 17 , and see appendix J Figure ] 2) . In the uranium tTeatrnent, 
population size increased from 10 000 at generation 1 to more than 15 000 at generation 
22. Population size var ied around 3 000 individuals in the salt treatment during the who le. 
experience. ln the alternating treatment, populati on size varied between 3000 and 10000 
indi viduals, without showing any particular temporal trend. 
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Tabl e 6 . Effect of generation and enviro nm ent (contro l, uranium, sa lt, and alternating uran ium and sal t) 
on hermaphrodite (growth, tota l fertil ity, e ar l y, and late fe rtili ty) and mal e (growth and bo dy be nd) tra its, 
m easured be tween generatio n 4 and 22 o f the mu lt igene ratio nal ex perime nt. 
W e usee! multi va riate m ixee! models w ith ali the trait s incluclecl as de pendent va riabl es, and comparee! 
different ~ocle l s using deviance information crit e ri o n (D IC). W e a lso ran m oclels onl y for hermaphrodite 
growth and total fe rt ility . Le ft -hancl si de : characte ri st ics o f th e fi xe e! effects in eludee! in e ach mode ! (the 
fir st D IC va lue correspo nds to a simpl e mode! including on! y re plicate as a ranclom effect) . Right- hand 
s icle: DIC o f the m o d e! fo llowecl b y the change (<'1) in D IC va lue b etween thi s mode ! and t he prev ious 
mode ! that clic! not inc lucle the fix e e! e ffect . Exce pt fo r t he mode ls show n at the last line for each sex, 
covari ance bet ween traits was a ll owecl in the priors . ln bo ld : se lected mode ls for w hi ch L1DIC > 5, i .e . 
the mod e! including in teract ion had a small e r D IC . Re p licate e ffect in these m ocle ls represents 3.3 %>, 
2.3%> and 2.8'!1(, of the tota l var ian ce fo r he rm ap hrodite traits- c1uadr iva riate and bi va riate m od e ls- and 
for male tra its, respective! y . 
~----~---------------------------------------------
Effects included within the mode! DIC L1 DIC 
for he rmaphrodite traits 
-2506. 140 
environm ent -2538.996 -3 2.856 
e nvironm e nt +generation -2588 .7 16 -49.720 
e nvironm e nt x gene rati on -2653.526 -64.810 
environment x generat ion (no covariance) 445.699 3098.535 
for male tra its 
70 1.020 
env ironm ent 683. 189 -17.83 1 
environm e nt +ge neration 63 1. 832 -51.357 
environm e nt x ge ne ration 605.585 -26.247 
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Figure 16. Evolutionary respon ses of hermaphrod ite tota l fe r t ili ty (A), growth (B), earl y"(C) and la te (D) 
fertility, and male growth (E) and body bend (F), between generation 4 and 22. 
Each symbo l corresponds to the mean value o f the trait and its standard error (n = 18 
indi vid ua ls/treatment /generatio n). Traits va lu es we re rescaled prio r to ana lys is by sub tracting each value 
by the mea n of the sam pi e and di viding it by tw ice the standa rd deviati on. Control (empty triangle), 
uranium (fill ed black dots), salt (empty dot s) , and alternating uranium am i sa lt ( fi ll ed grey dots) 
enviro nments. Regress ion !ines correspond to posteri o r mode o f the d istributio n fo r intercept and slop e 
(generati on was a co ntinuous fi xed effects) . Sm all dashed li ne : co ntro l; black line: uranium; large dashed 
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Figure 17 . Changes in avè rage popu lat ion size between generat ion 1 and 22. 
Symbols show the m ean va lue and standard erro r over 6 replica ted po pu lations in contro l (empty 
tr iangle), uranium (fil led black dots), salt (empty do ts), and a lt e rnat ing uranium and sa lt ( fi ll ed g rey do ts) 
treatm e nts. 
3. 2. Compar ison of (co )variance matrices 
W e did not fi nd any covariance between grovvth and body benJ of males. Furtherm ore, 
tests for traits in males revealed angles of 0 degrees in all environments (data not shown). 
Below we thus only present matrix comparison for tr aits of hermaphrodites . 
In the uramum tTeatment w e fo und a strong divergence in phenotypic (co )variance 
structure between the matrices G 1 and G2 (>43 degrees and CI for 8 were not close to 0, 
Figure 18 and see appendix K for graphical r epresentation). W e found an equivalent 
divergence betwecn G 1 in uranium and G 1 in control (Figure 19). However , we did not 
observe any divergence between G2 and G 3 (Figure 18), or between G4 in uranium and 
G4 in control (Figure 19). ln contrast, we found a modera te divergence (>20 degrees and 
CI for e were not close to 0) betw een salt and control populations in both G 1 and G4 as 
well as between salt and uranium populations for the same period (Figure 19). The first 
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eigenvector for the matrices G 1 and G4 accounted for 68% to 80 % of the total variance 
in ali environments , except for G4 in uranium (57%). 
Mao·ix size for G4 in salt was signifi cantly higher than for G4 in control and uranium ( 
Table 9Table 9 and 95% HPDI of the subtraction did not overlap 0). Mat.Tix ecccntricity 
for G4 in control was significantly 10\Ner than in salt but higher than in uranium (Table 9 
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e optain cd by a rcsampling proce dure , be tween the fi rst principal compo nents (e igem;ecto rs) of both 
matri ces o f (co) variance fo r hermaphrodi te tra its (to tal fertility, ear ly and late fe rti lity , and g rowth) 
between two peri ods G 1 (generat ion 1 to 4) vs. G 1 (generation 4 to 1 0); and G 1 vs. G l (generat io n 1 3 to 
22). W e used this procedu re for t he po p ulat io ns fro m contro l, uranium , and salt environments. Error 
bars deno te 95 'Y., confid ence in! er va ls fore obtain ed using a resamp ling procedure . 
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Figure 19 . Distri buti on of density o f the ang le (B) be tw een d iffe rent envi ronm ents . 
e obta ined by a resampling procedure , bet w ee n the fi rst principal co m pone nts (e igen vecto rs) of bo th 
m atrices of (co) variance fo r he rm aph rodi te trait s (total fe rti lity , earl y and late fe rti lity, and g rowth) 
betwe n po pul ati ons fro m two environm ents: co ntro l vs . salt , contro l vs . uranium , and salt vs . uranium. 
W e used t his procedure fo r the .per iods G l (gene ratio n 1 to 4 ) and G4 (gene ration + to 22). Erro r bars 
deno te 95 'X, confidence int er va ls fo r e ob tained using a resam pli ng procedure . 
T abl e 9 . ~l easures of m a tri x eccentric ity and size and t he ir 95 % highest and low est o f co nfidence in te r va ls 
(C I) , o bt ained by a resampling procedure , of m atri ces o f (co)variance fo r he rmaphrodit e traits (to ta l 
fe rtility , ea rl y and late fertility, and growth) in the co ntro l, the uranium and the sa lt environm ents. 
W e created m atri ces for the pe riod s G 1 (gene ra t io n 1 to 4 ), G 2 (gene rat ion 4 to 1 0 ), G 3 (gene rati on 1 3 
to 22), and G4 (gene rat ion 4 to 22). 
~l at ri x eccentricity 1VIatrix size 
Environm ent Period Posterio r Lower Upper Posterio r Lower Upper 
mode est ima te estim a te mode estima te esti ma te 
G , 3.3 2 1.83 5 .26 0.35 0.23 0 .47 
.Gl 2 .9 1 1.86 4 . 50 0 .26 0. 19 0.33 Contro l 
G l 1. 98 1. 1 5 3. 22 0.2 2 0. 16 0.2 9 
G{ 2 .29 1. 58 3. 17 0 .25 0 .20 O. 31 
G, 2.44 1. 59 3.79 0.38 0.3 1 0.46 
Gl 2.43 1.4+ 4 .1 5 0.50 0 .38 0 .62 
Sa lt 
GJ 2 .8 8 1.7 3 4 .85 0 .40 O. 3 1 O. 51 
G4 3 09 2.08 4 .57 0.4 7 0.38 0.56 
G, 2. 20 1.48 3.36 0.49 0.39 0 .59 
Gl 1 .60 O. 95 2.68 0 .30 0 .22 0 .39 
Uranium 
Gl 1 . 12 0 .73 1.64 0 .24 0 . 19 0 .30 
G4 . 3 5 0 .95 1. 89 0. 28 0 .24 0.34 
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4. Discussion 
This laborator y study demonsb·ated that C. eleaans populations can in crease their 
resistance to pollutants in only a few generations, and that these changes are very likely 
evolu tionary and adaptive, or correspond to cross-generation genetic changes resulting 
from novel selection pressures. The intensity of sel ection pressures in the salt treatment 
led to a stronger evolutionary r esponse in this m edium than in uranium. The evolu tionary 
response of ferti li ty was higher in the alternating than in the other environm ents. 
Hm·vever , unlike for uranium populations, population size in this treatment did not 
increase significantly across generations. W e finally detected changes in the (co)variance 
structure in uranium and in salt populations compare to control populations, or through 
time. These r esults suggest that changes Ü1 the genetic structure can depend on the 
environm ent in which the populations lin, and that sel cti on pressures in a novel 
environm ent can quickly alter the genetic structure of a population. 
4. 1. Microevolution to constant pollution 
The pre ence of microevolutionary change in the different pollu ted environments go in 
the same direction as results found by Lopes et al. (2008) on the capacity of a genetically 
diverse population of C. eleaans to respond to selection by a pesticide. We found 
previou ly that traits were heritab le in this C. eleaans population (article II) and now that 
novel se lection pressures were entailed by the pollutants. We thus have all the necessary 
conditions for populations to quickly adapt to novel sb·essor in the environment (Xie & 
Klerks, 2003; Ward & Robinson , 2005; Salice et al. , 2010; Jansen et al., 201lb). 
Although w cannot ru le them out com pletely, epigenetic effects are highly unlikely to 
have generated cross-generation changes during the whole study period. They may have 
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strong effects during the first four generati ons though (e.g. Anway et al., 2005 ; Molinier 
et al ., 2006) . W e also consider that genetic drift vvas ext:remely low since w e h~d low 
replicate effects in our models (Table 6 and see appendix G for more details on variance 
between r eplicates) and we did not see change through ti me in the control populations. 
Therefore, the successive phenotypic measures through tim e allowed us to evaluate the 
speed of the evolutionary r esponse clue to the selection in salt and uranium treatm ents 
(Posthuma & Van Straalen, 1993; Medina et al., 2007). 
Populations r esponded to both pollutants by increasing their fe:rtility . However we fou nd 
a stronger evolutionary r esponse in salt than in uranium, with a 3.5% increase per 
generation for total fertility in the form er (and 4. 8% for late fertility). ln addition, 
generation time was longer in the salt than in the uranium or the control treatment (i .e. 
arouncl four da ys instead of th:ree ; unpublishecl data and Table 7). Consequent! y, salt 
populations were studicd for about 17 generations in this environment comparecl to the 
other populations, and evolutionary r esponses were probably under estimated in this 
environment. 
Why would evolutiona:ry r esponse faster in salt than in uranium ? W e chose the 
concentration that reduced the fertility of almost 60 % at the first generation for both 
pollutants. However, despite that precaution, selection pressures could be stronger in 
salt as suggested by the stronger r eduction in survival in this medium (see appendix F for 
survival analyses) . Indeed sorne genotypes could be removed faster from the salt 
population . Then the heritability in uranium was lm-ver than in the other treatments (see 
article II) and this could also constraint the evolutionary potential of traits in that medium 
(see e.g. Wilson et al., 2006). In uranium, heritability was not even significantly higher 
than 0 in article II . lt could be explained by a lack of power to detecta ver y low her itability 
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vvith the method used in this other study since in our current paper we showcd a 
significant evolutionary r esponse in uranium. Our r esult also show that population 
r eacted guickly to uranium by showing r elative! y strong acclimation during the first four 
generations of exposition (see appendix E for analyses of first generations). That quick 
acclim ation may have also redu ced the strength of se lection on the traits and thus the 
evolutionary rate in the uraniw11 populations (W est- Eberhard, 2003 ). Moreover, 
uranium strongly affected the traits at the fir st generation but its effects were reduced by 
the third generation. Acclimation in these populations may have thus been r elated to 
maternai effects (i. e . r esponse through cross-generation phenotypic plasticity) rather than 
to within-individual phenotypic plasticity (Mousseau & Fox , 1998). A population' s 
r esponse to a nove l envi ronm ent by acclimation or by adaptive processes can have 
completely different implications on the fu ture of the population. Although plasticity is 
also a costly stntegy (DeWi tt et al., 1998), it cloes not entai! any long-term costs of 
adaptation, such as a r eduction of genetic cliYersity (Ward & Robinson, 2005 ; Athrey et 
al., 2007). Consequent! y , populati ons that responcl to a novel environment by plasticity 
can cope with a larger range of conditions. 
Growth for both sexes in ali polluted enùronments has improvecl over time compared to 
control, except for hermaphrodite in uranium . However, in sorne case, we were not 
able to clearly conclude that the evolutionary response was significant (i.e . the HPDI 
slightly overlapped 0). lt should be note cl that, gïven the trends obser ve cl in our study, 
the evolutionar y response could have bccomc significant if vve had run the experim ent 
for a fcw more gener ations. Another explanation coule! be that fitness is more strongly 
relatee! to fertility than to growth (Maynard Smith, 1989), and thus growth may be 
subj e t to weaker elc ti on pressures and not evolve as guickly as fertility. 
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The locomotory r esponse to uranium treatment was likely plastic since body bend 
fr equency was not significantly affected anymore after generation 4. In contrast ther e was 
a positive evolutionary r esponse of salt and alternating populations after a reduction in 
the first generations (see appendix E for analyses of fir st generations). Pollutants 
cominonly decrease the fr equency of body bends in C. elegam (e .g . Wang & Xing, 2008): 
Since , locomotion behaviour promotes encounter rate between males and 
hermaphrodites (Pannell, 2002 ; Barrièr e & Félix, 2005a ; Lopes et al. , 2008), 
outcross ing could be affected in polluted environments. It should be noted that compared 
to self-fertilization outcrossing permits hermaphrodites double or quadruple their 
fertility (Hodgkin , 1988 ; LaMunyon & Ward, 1998) . How ever, the ratio of males , also 
an index of conservation of outcr ossing rate (W ard & Carrel, 1979 ; Prahlad et al., 2003; 
Teot6nio et al., 2006), was just slightly affected in the uranium and the alterna ting 
environments, and not at all in salt (see appendix F for sex ratio analyses). The effects on 
locomotion, associated to r eduction of survi val, for salt populations ca n explain in part 
the difficulties for p opulation to grow as fast in the uranium and in control treatments. 
4. 2. Micr oevolution in r esponse to alterna ting pollution 
Although selection in a heterogeneous environment is assum ed to maintain greater levels 
of genetic variation for fitness (Gram & Sork , 2001 ; Roff, 200 2b), we highlighted a 
stronger evolutionary r esponse for fertility in the al ternating treatment . Previous studies 
have fo un d cases of adaptation to heterogeneous environmental conditions by evolution 
of a more generalist way of life (Reboud & Bell , 1997 ; Cooper & Lenski, 2000; Turner 
& Elena, 2000). In th0se cases, the process in volved in the evolution of generalism seems 
to be mutation accumulation (Kawecki, 1994) and not a positi ve trade-off between the 
environments. In our study we worked with only 22 generations, and the mutation rate 
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was likely insufficient to be at the origin of the evolutionary changes observed (Mackay et 
al., 1994 ; Denver et al. , 2009) . Moreover-, it is likely that sorne temporal fluctuating 
r egim es entail ed opposed selection pressures (e .g. alternated light and clark in 
Chlamydomonas algae; Reboud & Bell , 1997). In contrast, we showed here a positive 
r esponse on early fertility in uranium and late fertil ity in salt. W e assume that the rapid 
evolu tionary changes observed in the alternating treatment were caused by the same 
tendencies of directional selection on total fertility for both uranium and salt. Our study 
may provide the fir st evidence that the evolution of generalism can happen b ecause of a 
positive trade-off on !ife history traits betvveen the environments. 
W ith our alternating treatment w e cou! cl also have selected individuals having the capacity 
to face both pollutants. Adapti ve plasticity can evolve in environments where phenotypic 
plasticity is beneficiai and its maintenance costs are low (DeWitt et al., 1998). Plasticity 
may be particularly beneficiai and an eYolutionary alternative to local adaptation 
(Kawecki & Eber t, 2004) when populations grow in a spatially heterogeneous 
environment or when temporal variabili ty is important r elative to the life cycle of the 
organism s (Pigliucci, 1996 ; Ghalambor et al., 2007). For example, a contamination may 
not be spatiall y homogeneous in a polluted habitat. The intensity of stress may also be 
temporally variable and may promote plastic genotypes rather than only resistant, 
adapted, genotypes (Morgan et al. , 2007) . Previous theoretical studies came to the same 
conclusions ( e .g . Gomulkiewicz & Kirkpatrick, 1992), but stating that it was necessary 
that the variability is predictable (Kaplan & Cooper , 1984), as in our alternating 
treatment. In orcier to verifying this assumption, constant and alternating populations 
should be placed in the two constant emironm~nts to compar e their fitness in both 
eiwironm ents. 
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HO\vever, even if survival and fertility increased in alternating treatm ents across 
generations the p opulation size did not enhanced throughout the experim ent. During 
adaptation to a stressful environm ent, effects of genetic variation in population can be 
restricted to sorne traits (Agashe et al ., 20 11 ). In alterna ting tnatrnent the gene tic 
variance enhances fitness strongly if the period of oscillation is long (and not sudden as in 
our study) and the amplitude is large (and not a change at each generation) . Otherwise 
ther e may be an effect of genetic Joad (i.e. cost oflost alleles due to selection or mutation) 
caused by the r~current change of phenotypic optima (see Lande & Shannon, 1996). 
Consequent! y, even if population seem s to face this alternating polluted environment , 
the negative implications on population wer e severe. 
4. 3. Strength of structure between traits 
Uranium populations only showed divergence in their phenotypic structure (i.e. the first 
four generations) comparcd to control popul ations and also between the first four 
generation and the period of earl y potential evolutionar y changes . N onetheless, 
comparisons of G4 (i .e . after three generations of exposition) r evealed a reduction in 
man-ix size or . eccentricity in uranium populations compared to contro l or salt 
populations. We thus assume the matrix change in uranium mostly due to cnvironmental 
effects despite shrinkage of its genetic (co )variance components combined with a 
reduction of stability in the or ientation of its primary eigenvector. 
ln contrast, the moderate divergence between salt and the other populations was present 
from the fir st generations of exposition and stayed equivalent in the subsequent 
generations. Thus matrix change in salt did not permit us to discriminate potential genetic 
effects from environmental effects. Hm.vever, incr ease of matrix size and higher 
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eccentri city occurred after three generations of exposition. Consequently genetic 
variance and covariance have probably increased and r einforced the stability of correlation 
between traits. This implies a stJ-onger association between the traits that may constrain 
their independent evolution. 
Studies on the stabili ty of G matJ-ix, in particular on the first eigenvector orientation, 
already r evealed divergence after hundreds or thousands of generations of evolution for 
natural populations (e.g. Cano et al., 2004; Doroszuk et al., 2008; B rner et al., 20 10; 
J ohansson et al . , 20 12). Moreover, G matri:x can suffer considerable changes over a few 
generations. For exampl e , Sgro & Blows (2 004) have shown some alteration of the · 
genetic stJ-ucturc in Drosophila populations, for populations th at had evol ved for 30 
gen rations in differ ent heat stress environm ents. Cr oss-environment genetic 
correlations decl ined as environm ents became more different, even upon arrivai in 
different stJ-essful environment, the genetic correlation can change of sign (reviewed by 
Sgro & Hoffmann, 2004) . 
lnter estingly, the effects of uranium and salt on the structure of traits were oppo~ed. 
PreYiously, in isogenic line of the same population of C. elegans , we found higher 
heri tability and a p osi ti ve genetic correlation for fertili ty and growth in salt than in 
uranium (article II) . This information added to the apparent r eduction of stability of 
structure tlrrough generations would suggest that the covariance between growth and 
fe r tili ty u-aits diminished in uranium. Ali these differences between environments were 
probably in part at the origin of the differentiai evolutionary responses between uranium 
and salt populations. Moreover, the re was a stronger evolutionary r esponse for fertility 
in both stressful cnvironments than for the other traits. Thus the positive correlation 
between hermaphrodite growth and fertility in salt could explain the positive 
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evolutionary r esponse existing for grovvth in salt and absent in uranium. This m ethod 
based on phenotypic m easures permitted us to highlight alterations of phenotypic 
structure in polluted environment. These alterations were due to environmental changes 
but apparently. also to genetic changes across generations of exposition, implying 
induction of changes of life history strategies for populations . 
. 5. Conclusion 
W e have shown that rapid adaptation to different polluted environments ma)' involve 
differ entiai and complex evolu tionary r esponses of life history traits. This is due to the 
action of the strength of selection pressures, capacity to r esponse by acclimation and 
(co )variance structure between traits. Moreover, in alterna ting environment the 
populations had the strongest eYolutionary r esponse for fertility. Th us, the selection of a 
generalist typ e did not entai! a reduction of r esistance for both pollutants. Effects of 
pollutants can be extremely" fast on life history traits of populations in few generations. 
Studies on microevolutionary processes due to pollutants should now focus also on the G 
matrix stability to confirm the feature of rapid divergence of structure between traits and 
depending on pollutant. This will help to highlight the consequences of pollution on the 
evolutionary potential of traits. 
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ARTICLE IV 
BENEFITS AND COSTS OF ADAPTATION TO CONSTANT AND ALTERNA TING 
POLLUTED ENVIRONMENTS 
Morgan Dutilleul, Denis Réale, Benoit Goussen, Catherine Lecomte, Simon Galas, Jean-
Marc Bonzom. Evolutionary Appli cations. ln prep 
Abstract 
Sorne populations are able to adapt to anthropogenic stressors such as pollu tants, when 
the selection pressures entailed are not too high. However , this evolution may be 
accompani ed with sorne costs r elated to adaptation in the novel environment. Evaluating 
the e costs is important for our understanding of the evolution of local adaptation and 
specialization to cer tain enYironm ents. Here, w e used an experimental evolution 
approach, C. eleaans were exposed to uranium (U) , salt (Na Cl) and alternat ing U and 
NaCI treatm ent dur ing 22 generati ons. ln parallel, at generation 6, 9, .1 2, 15, 18 and 23, 
we ran experim ents to compare fertility, growth, and locomotion of the populations, 
having evolved in the different environments: in the environment of origin (i. e. common 
garden) at the control temperature or at an increase of 5° C, and in the other 
environm ents of their environment of evolution (i. e. rcciprocal transplant). Our results 
showed rapid evolutionary changes and different !ife history strategy for selected 
individuals depending on the pollution r egime but none of these populations r eached the 
fitnes · of the controlled population . Populations that had evolved in each of the three 
stressful environments showed a l ovve1~ fitn ess than control, when they lived at both 
original and the increased temperature . Furthermore , populations specialize to salt were 
more susceptible to uranium but the r everse was not true . Finally, populations adapted 
to the alternating environment possessed individual s with the best cumulative fitness for 
both of these pollutants. Assessing cosls of rapid adaptation may be crucial re garding the 
Ecological Risk Assessment. It permits to evaluate the impact of evolutionary r esponse to 
poll utants on the susceptibility changes of populations to environmental conditions. 
Keywords: experimental evolution; costs of adaptation; life history strategy; resistance; 
local adaptation; evolution of generalism; Caenorhabditis eleaans; pollution; uranium 
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1. Introduction 
Environmental changes are assumed to have increased in fr equency and intensity 
throughout the world, as a re~u l t of anthropogenic activities (Millennium Ecosystem 
Assessment , 2005). T hese sudden and important changes may be extremely cr itical for 
the future of natural populations (Tilman & Lehman , 200 1 ; Bell & Collins, 2008). 
Genetic var iation is supposed to allow populations to adapt quickly to sever e and novel 
stressor s, and thus to limit their risks of extinction (Hoffmann & Parsons, 1991 ; 
Charlesworth & Hughes, 2000 ; Reed et al., 2003 ; Bell & Coll ins, 2008). Experimental 
and fi eld studies have shown microeYolution for populations in response of different 
pollutants such as xenobiotics or heavy metals (Xie & Klerks, 2003 ; Ward & Robinson, 
2005 ; Morgan et al., 2007 ; Lopes et al., 2008 ; Brausch & Smith , 2009 ; Salice et al . , 
20 10 ; Jansen et al., 20 11b). Here we consideras pollutants substances that exceed a 
threshold concentration causing adverse effects on ali or part of the ecosystem (AFNO R , 
1994). 
Rapid adaptation goes through the selection of individuals with characteristics providing 
a better fitn ess in the given environm ent, and a disappearance of less fitted genotypes in 
the short time fram e of a few generations (Hoffmann & Parsons, 1991 ; Posthuma & Van 
Straalen, 1993; Morgan et al., 2007). This adaptivc r csponsc is assumed to come with a 
cost: the genetic impoverishment leads to a reduction of the evolutionary potential of the 
population, which may r estrict it from dealing with novel selection pressures associated 
with subsequent stressor s (Bergclson & Purrington, 1996 ; Coustau et al . , 2000 ; Xie & 
Klerks, 2003; Salice et al. , 20 10) . Understanding under which conditi ons adaptation to 
an environment is costly is a cri ti cal issue in evolutionary and in conservation biology. 
Firstly, rapid adaptation can be associated with a reduction of genetic diversity (Ward & 
Robinson, 2005 ; Athrey et al . , 2007) generally con-elated to a decrease in individuals ' 
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fitness (Reed & Frankham, 2003). Secondly, associated to the r eduction of genetic 
diversity, costs of adaptation can be due to selection of individuals with specifie strategies 
conferring a selective advantage in the novel environment. The selection can be clone 
indirectly on the !ife hi tory traits. For example; the selection of genotypes allocating 
more resources to detoxification m echan isms at the expense of other fitness related 
functions (e.g. grow~h or r eproductio n). In the absence of the pollu tant these highly 
detoxifying genotypes may show a reduced fitness compared to the lowly detoxifying 
genotypes. (Kraaijeveld & Godfrey , 1997; Burdon & Thrall, 2003) . There are also cases 
wher e the selection can act directly on traits, such as growth and reproduction. For 
example, a rapid growth and early reproduction can r educe the internai concentration 
of pol! utant by di lution and allow some reproduction be fore the damages of the pollutants 
ar e too high (Sibly & Calovv, 1989) . However, in the absence of the poil u tant these 
strategies may not be the most optimal. Evidences are increasing of costs of adaptatïon to 
pollutants in multigenerational experiments ( hirley & Sibly, 1999; Ward & Robinson, 
2005; Wang et al., 20 10; Jansen et al. , 20 11 b). 
The occurrence of adaptation costs and their detection wi ll depend on (i) the similarity 
of selection pressures between the previous and the novel environment (Travisano & 
Lenski, 1996 ; Jasmin & Kassen, 2007), (ii) the intensity of selection (Anderson et al., 
2003). W e also assume that (iii) trade-offs between the m easured traits may constrain 
their independent e,·olution and thus lead to potential adaptation costs. For example, the 
evolution of one trait could enta il a cost of adaptation on other, genetically ·corrclated, 
trait (Falconer & Mackay , 1996 ; Roff, 2002b ; Roff & Fairbairn, 2007). Furthermore, 
fundam ental trade-offs have more chance to be perceptible than trade -offs between traits 
less related to fitnes . This is the case in the trade-off between growth rate and yield of 
Escherichia coli populations ( ovak et al., 2006). For all these r easons, costs are not 
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systematically found (see Coustau et al., 2000; Reznick et al., 2000 ; McCart et al., 2005 ; 
Lopes et r::l., 2008). Consequent! y, it be co mes necessary to compare the effects of 
cLffer ent (i) previous polluted environment of evolution and (ii) novel stressful 
environments on the existence of adaptation costs to defin e a comprehensive and 
precLctive fràmework. 
Experimenta~ studl es on the costs of adaptation generally fo cus on costs induced by the 
evolution in response to a single stJ·essor (e.g: Ward & Robinson, 2005 ; Lapes et al., 
2008) orto a combination ofstressors (e.g. Jasmin & Kassen, 2007; Jansen et al., 2011a). 
Comparatively, few stucLes on the evolution in a heterogeneous environment have been 
proposed yet (see Turner & Elena, 2000; Reed et al., 2003 for temporal heterogeneity), 
cl spite the fact that they probably r efl ect more natural concLtions (Levins, 1968 ; 
Hedrick, 1974, 1976, 1986) . Furthermore , environmental heterogeneity is assume cl to 
help maintaining a higher leve! of genetic variation (Hedrick, 198() ; Roff, 2002b) . In su ch 
a heterogeneous environment, populati ons may not r each the same leve! of adaptation 
(but see Turner & Elena, 2000), but they may also suffer lower costs of adaptation than 
if they were evolving in a homogeneous environment (Reed. et al . , 2003). It is thus 
necessary to conduct more studies comparing the eYolutionary r esponses of populations 
to constant and fluctuating selection pressures. 
Using an experimental evolution approach on Caenorhabditis elegans , we test in this study 
the hypothesis that adaptation to differe nt polluted environments entails differentiai 
fitness costs in original (i.e. control) or novel stJ·essful environments. W e first ran a 
multigenerational experim ent in which pop1,1lations evolved for 22 generations in 
r esponse to either a constant presence of uranium (U), high sodium chloride (NaCl), or 
U and Na Cl alternating every generation (alternating environment). Then, we compare cl 
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the perforniance (i.e . value of severa! phenotypic traits such as survival, fertility or 
growth) of populations from each pollution (i.e. uranium, salt or alternating treatments) 
with the control populations by 1mtting these populations back into the original 
environmental condi tions ( common -garden experiment: Conover & Schultz, 1995). In 
principl e every r eduction of performance in the treatment populations compared to the 
control ones would reveal a fitness costs related to the genetic differentiation that took 
place t h:rough time (e.g. Shirley & Sibly, 1999; Ward & Robinson , 2005 ; Schulte et al., 
20 10). We also submitted populations to a fast temperature inc:rease (i.e. 5°C) to 
evaluate the adaptivc costs of populations submitted to another type of stress than 
pollution. Fast temperature increase is a str ess that many natural populations will cope 
with at an increasing rate in the near future (Root et al., 2003 ; !PCC, 2007) . 
Further more, we ran a r eciprocal-transplant experiment (e.g . Hassel et al . , 2005 ; lraeta 
et al., 2006) in which we compared the per formances of individuals from the four 
different treatments when transferred in uranium or salt environments (Figure 20A). In 
principl e, we should expect that the fitness performance of each population should be 
higher in its evolved emiromn ent. Similar fitn ess performances in another novel 
environment (e.g. salt) than in the cvolved environment (e.g. uranium) may indicate that 
adaptation to a gïven nvironment can have positive fitness effects in presence of another 
str ssor (Figur 20B). ln contra_st , a fitness performance that i lower in the alternative 
novel environment compared to the evolvecl and the control environment may indicate 
that adaptation to a novel environment is associatecl to a cast in the ability of the 
population to cope with another stressor. Finally, to see the dynamics of appearance of 
costs through evolu tion, we m casured the costs in original environmental conditions at 
severa! time of the multigenerational experiment. These experiments allowecl us to 
iclentify w hether costs of adaptations to a gïven stressor (pollutant) exist, but more 
importantly whethcr they appear on the same traits, in the sam e novel environments and 
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at the same time depencling on the pollutant (uranium or salt) and the type of pollution 
(constant or alternating). 
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Figure 20. Reciproca l-transplant experim ent des ign and potential responses. 
ln (A): Schem at ic overvie;v of the rec iproca l-transpl ant ex pe riment design (A). First, popu latio ns li ved 
18 generations in a g iven enviro nm ent (here we ilfustrate the expe rim ent using contro l, uranium ( LI ), 
and sa lt (Na C l) environm ents on ly). Second , each population was placed in their ow n environm ent and 
th e other environments (e .g . here uranium, sa lt). ln (B): Potenti al r e lat ionshi ps for each popul ation 
between the trait va lue (or fitness) measured in one environ ment ( i.e . NaC I) as a fun ction of the trai t 
va lue m easured in the other environment (i. e. LI ). Popu lations that have evo lved in the co ntro l, in the 
uranium and in the salt env ironm ents are represented by crosses , black dots, and empty dots, respect ive!)' 
(each mark is the measure fo r an indiv idual). (i) no evide nce of adaptation; ( ii ) costs of adaptati on to one 
pollu ta nt in presence of the other pollutant so cont ro l population have a intermediate fit ness in prese nce 
of each po ll utant ; (iii) benefi t o f adaptation to one po ll utant in t he o ther and vice ve rsa, so control 
popul ation have a lowe r fi t ness t han other populati o ns. 
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2. Material and m ethods 
2. 1. Population mai.ntenance and prior environment of evolution 
Because of its short !ife cycle, small body length, and ease of hanclling, C. elegans 
r epresents a good metazoan mode! to perform microevolution experiments (Braenclle et 
al., 2008) . To obtain a study popu lation with a large genetic diversity, we used in this 
study a stock population of C. elegans composed of a mixture of 16 wild isola tes (Teot6nio 
et al., 20 12). The population was kept in the experimental conditions described in 
. . 
Teot6nio et al. (20 12) for over 140 generations prior to our study. During the experiment 
we change e! the conditions (see article III) . Briefly, we placed 500 individuals in a 9 cm 
diameter Petri plate fi lled with an agar medium seeded with 1 m l UV -killed Escheri chia 
coli OPSO st:rain as food source . After .three days of population development we 
transferred 500 individuals from aLI developm ental stages into a new Petri plate. W e 
procluced six replicated experimental populations. Generation time in C. elegans (i. e . tim e 
to complete a !ife cycl e) is lower than three da ys (Byerly et al. , ] 976). The population 
was composed of mal e for an androdioecious breeding system (i. e . se lf-fertilization of 
hermaphrodites and facultative outcross with males). Nematodes wer e cultured 
throughout the experiment at 20°C and 80% of r elative humi dity. 
2. 2. Selection experim ent 
For this experiment we chose to use uranium and salt environment as stressors. Uranium 
is a natural radioactive heavy meta.l which concentrations in sediments or surface soils 
have increased recently as a resul t of human activities such as mining (UNSCEAR, 2000 ; 
Lottermoser et al., 2005). Exposure to natural uranium may induce both chemical and 
radiological effects , although uranium is assumed to have r elatively higher chem otoxic 
-----------
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than radiotoxic effects (Thomas & Liber, 2001 ; Kuhne et al., 2002 ; Miller et al., 2002 ; 
Zeman et al., 2008 ; Mathews et al., 2009). Salt concentration has increased r ecently in 
ecosystem s, for many reasons, the most important one being the intensive irrigation of 
sorn e cultivated lands (Rengasamy, 2006 ; Venvey & Vermeulen, 201 1 ). High salt 
exposure is an extreme hypertonie stress that provokes a rapid water and solute content 
lossin cells ofC. eleaans (Lamitina etal., 2004). 
After r epeating this protocol for about 40 generations, the individuals from the six 
replicates were mixed before being transferred into four differ ent environmental 
conditions: a control environm ent (as described above) and three polluted environments, 
identical in all aspects to the control, except for the addition in the agar m edium of (i) 
1.1 mM of uranium (uranyl nitrate: U0 1 (N0 3)1 , 6H10; Sigma-Aldrich, France) , (ii) 308 
mM NaCl or (iii) alternating uranium and salt at each generation (salt for odd 
generations). For each type of environment wc creatcd six r eplicate populations of 500 
individuals each. Thereafter w e will refer to different population evolving in these 
environments as control, uranium, salt and alternating populations. Uranium and salt 
concentrations entai led a r eduction of fertility about 60% at the fir st generation of 
exposition, which corresponds to potentially strong selection pressures. W e previously 
described how we added pollutant in the agar medium (article III). Generation time, 
however, varied between the treatments. ln particular, it .was delayed in the NaCI-
treatment compared to the other treatments , and therefore depending on the treatment , 
each experimental iteration (i.e. three days) may correspond to either a generation or a 
bit less than a generation. How ever , to simplify we kept using the term generation 
throughout the text. Here, we present m easured of phenotypic traits at three differ ent 
generations to obser ve the effects of treatments at the beginning (generation 1) and at the 
end (generation 22) of the experiment. Moreover, we decided to focus on gene tic 
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cüffer entiations among populations and not to changes caused by within-incüvidual 
(Scheiner, 1993) or to cross-generation phenotypic (i.e. maternai effects; Rasanen & 
Kruuk, 2007) plastic r esponse to the novel emironment . We thus show the r esults 
star ting at the four th generation . 
2.3 . Common-garden and r eciprocal-transplant experiments 
Our objective vvas to estimate the costs of adaptation to uranium , salt, and the alternating 
treatme~t. Thus starting from generation 6 of the multigenerational experiment, and 
then ever y three generations, we isolated 500 inCÜviduals from êach r eplicate to run a 
commoncgarden experiment by putting the incüviduals from each r eplicate and for each 
treabnent back into the control envil=onment. Differ ences observed in the control 
environment between the populations that have evolvcd in differ ent prior environm ents 
can be attributcd to genetic changes caused by the evolution during the multigenerational 
experiment (Levins , 1968; Conover & Schultz, 1995). 
At generation 18, we ran a r eciprocal- transplant experiment in which samples of each 
replicate population from each b·eabnent were transferred into uranium and salt 
environments . A negative interaction between the prior environment and the transplant 
environment on the trait measured should reveal some costs of adaptation to the prior 
environm ent ( ·ee below statistical analyses). 
Final! y, at the end of the multigenerational experiment (i.e. generation 2 3), we realized 
one last common-garden e~periment similar to the previous ones in ali the concütions, 
with the exception that we placed the population in incubators at two cüfferent 
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temperatures: 20°C (I .e . sim il ar to the control one in previous experiments) and 25°C. 
Such an increase provokes a r eduction of development time and fertility and an increase 
of speed growth in C. eleaans (Byerly et al., 1976) . Additional reduction of fitness at 25°C 
for populations that lived previously in polluted environment compar ed to control 
populations should affect the ability to deal with an environmental stress. 
The costs had to be measured at !east after two generations to overcome effects caused 
by different parental environments (Mousseau et al., 2009 ; Kawecki et al., 2012) . Th us 
as m entioned above for generation 4 of selection experiment, prior to all measures of 
phenotypi c traits each population spent three generations in the control or novel 
environm ent (same transfer at each generation than in the selection experiment) to 
ensure that the r esponses obser ved were due to the genetic differ entiations . 
2. 4. Phenotypic measures 
To m easure survival and sex r atio after 48h , we transferred approximately 100 eggs from 
the given generation into another Petri plate, containing the same medium that the 
replicate population was experiencing . From this sample we picked up three 
hermaphrodites pcr rcplicatc randomly and mcasured thcir carly (i.e. before 96h) and 
late (i .e. after 96h) brood size (thereafter referred to as early and late fertility, 
respective! y). The sum of earl y and la te brood size gave us an index of total fertili ty during 
the overalllife of a hermaphrodite. We measured body bend frequency on 3 males per 
repli ca te at age 96 h, which corresponds to locomotion behaviour . Locomotion allows 
males and hermaphrodites to find good living conditions, but also affect male encounter 
rate with hermaphrodites, which is essential for males r eproduction and fitness (Pannell, 
2002 ; Barrière & Félix, 2005a) . At age 96h these males and hermaphrodites were 
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photographed, using a stercomicroscope (Olympus SZX12, 1.6 x 90 magnification) with 
a computer-connected cam era (Nikon 05000). From these pictures we measured body 
length that we used as an index of growth from age 0 to 96h. Because of faster growth of 
indi viduals at 25°C, we chose 72h for the separation between early and late ferti lity and 
morphologïcal measurements, for the last common-garden experiment. MoreoYer, we 
were not ab le to count body bend at 25°C since we needed to change th e room 
temperature to doit . The conditions of medium, quantity of food and how we precise! y 
measured the traits was also previously described (article III). 
2. 5. St~tistical analysis 
W e compared the different treatments using separa te statistical modcls for 
hermaphrodites and mal es. W e used a generalized linear mixed effects model (GLMM) 
approach implemented within a Bayesian Monte Carlo Markov Chain (MCMC) 
fram ework (Hadfield, 20 1 0) in the R software (R Development Core Team, 2012). 
In a first univariate mixed- effect mode! we tested the effects of environment and 
generation (i. e . Generation 1, 4, and 2 2) on the fitness of the population ( calcu lated as 
total fertility over three hermaphrodites multiplied by sur vi val rate of the r eplicate), and 
using replicate as a r andom effect . W e th en ran mixed mo dels for the data on common-
garden and reciprocal transplant experiments. Here again replicate within each treatment 
was included as a random effect in the m ode! to control for the pseudo-replication issues. 
We constructcd quadrivariate models for hermaphrodite traits (early, late and total 
fertility, and growth), bivari ate m odels for male traits (growth and body bend) , and a 
univariate mode! to analyse her maphrodite growth in the last common-garden at two 
different temperatures . ln the common-ga.rden experiment analysis prior environment 
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(i. e. the environm.ent in which the population has evolved) and generation (i. e . the 
generation at which the experim ent was clone) were included as fixed effects. ln the 
r eciprocal -transplant models and the last common -garden at different temperatures we 
added novel environm.ent as a fix ed effect. 
W e chose a Gaussian error structure for ali the other traits. For multivariate analyses, w e 
allowed models to estimate covariances or not between the pairs of traits . To avoid any 
bias in the r esults caused by mean b-ait differ ences , we r escaled the traits prior to analysis 
by subtracting each value by the m ean of the sample and dividing it by twi ce the standard 
deviation (Gelman, 2008) . After severa! priors tested, we retained a slightly informative 
but proper prior (nu = k - 1 + 0 .002) vvith a low variance parameter (V = 
diag(k) *Vr*0.05 ), where Vr is the phenotypic variance, k the dim ension of V (e.g. 
number of traits). After verifying for the convergence of param.eters values (i.e_ number 
of iter ations, burn -in phase and thinning) and autocorrelation issues , wc rctained 120 000 
iterations with a burn-in phase of 20 000, for a total of 1 000 samples for each analysis 
(Hadfield, 201 0). 
W e tested models including different fixed effects and selected the best-fitted mode! by 
comparing the deviance information cr iterion (DIC) of each mode!. A lower DIC signais 
a better fit of the mode!, and a differ ent in DIC of Jess than 5 indicates that the two mo dels 
show similar fits (Spiegelhalter et al., 2007). For each series ofmodels, when two models 
have DICs within a range of 5, we rctained the most parsimonious (i.e. with the lowest 
num.ber of parameters). 
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ln ali models w e used the posterior distribution for traits that allow estimates of 
confidence intervals around th eir estimates. For common-garden experiments, we used 
the posterior mode of the distTibution for intercept and also for slope of each treatm ent 
as a fun ction of generation number (note that generation was used as a continuous 
variable). With these two parameters we were able to mode! the linear r egr ession for 
each prior environment and each trait. W e consider ed two parameters to show 
"significant different" when the 95% interval of highest posterior density (HPDI) did not 
overlap 0, even if with a Bayesian approach significance r efl ect more a differ ence that is 
considered as non negligibl e ( differ from the sigri.ificance leve! commonly used in a 
fr equentist approach). To compare a trait in two conditions, we checked whether 95% 
HPDI of the differ ence between the whole posterior distributions of the trait for the two 
conditions overlaps .0. 
ln the multigenerational experiment -vve predicted IO\ver trait values in each stressful 
emrironment compared to the control one in the first generations . We also predicted that 
values in each stressful environment will improve with time and that çlifference between 
each stressful environment and the control will decrease at the end of the experiment 
(indicating a potential eYolutionary r esponse in the stressful emironment). A gene tic 
differentiation caused by differentia] evolution each stressful en vironment and the control 
should be r eveal ed in the common garden experiments by a difference between the 
intercept of the values of the trait in each stressful environment and the control. 
Furthermore, we expected an increase over time in the genetic differentiation between 
populations experiencing different treatm ents, revealed by differ ences between the 
slopes of the trait values as a function of the treatment. ln the r eciprocal-transplant 
experiment, we looked traits values of the populations that have evolved in the different 
environments (i.e . three treatments and the control) when they were placed in the two 
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novel environments (i .e. uranium or salt). More precisely, we precücted that populations 
showing the highest trait value in one environment should be the ones that had previously 
evolved in that environment. In contrast, these populations should show lower trait 
values in the other en\"ironment, incücating a cost of adaptation to the previous 
environment, and the control populations should have value between that of the other 
populations (Figure 20Bii). In the last common-garden experiment with the two different 
temperature treatrnents, w e precücted a negative effect of high temperature on trait 
values and a stronger effect for populations that had evolved in the stressful environment 
compared to control. 
3. Results 
3. 1. Multigenerational experiment 
The mode! for fitness with the smaller DIC included the interaction between 
environm ent and generation (Table lOA). Thus, fitness changes across generations 
depended on the type of emironment. Fitness did not change through time in the control 
environment (Table 11 and Figure 21 ). Compared to the control populations, in all the 
replicate populations, fitness decreased directly (i. e. generation 1) after the population 
was introduced in uranium , salt, or the alternating U / aCl treatment (Table 11 and 
Figure 21). During the first four generation, fitness increased in the uran ium and the 
alternating treatrnents but not in the salt treatment . Fitness increased between generation 
4 and 22 in the salt and in the alternating treatrn ents but not significantly in the uranium 
treatrnent. At generation 22, fitness was still weaker in the three novel environments 
than in the control. 
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3.2. Common-garden experiments 
Changes obscrved between the successive common-garden experiments performed all 
along the multigenerational experim ent r epresent genetic changes in each b·ait with tim e 
(Table 12 and Figure 22) . 
The mode] selected for hermaphrodite traits included· an interaction between prior 
environment and generation (Table 1 OB). This interaction indicated that the changes in 
the average value of the traits across generations depended on the prior environment in 
which the population has evolved. The mode] all ovving a covariance component between 
traits was associated with a better fit than the mode! without covariance. None of the 
traits mcasured in the control populations changed with time , indicating an absence of 
uncontrolled evolutionary change in that environment during the experiment (Table 12A 
and Figure 22A). Total fertility of sa lt populations was similar to the conb·ol populations 
in the first common garden (i. e. intercept in Table 12A), but it showed a strong decrease 
across generations relative to control popul ations (Figure 22A). In contrast, total ferti lity 
of uranium and alternating populations was affected at the first generation, but then 
showed a steady increase across generations r elative to that of control populations (the 
slope for total fertility of uranium populations almost overlapped 0, Table 12A). Slope 
for early fertility was positive for uranium populations (Table 12A and Figure 22C). 
Urani um and alternating populations had a lower growth compared to control 
populations in the first common-garden, but then they showed stronger slopes of growth 
over the successive common-garden experim ents (Table 12A and Figure 22B) . 
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T abl e 1 O. Comparison of models for traits measured in the diffe rent ex periments . 
Fitness (fertility mu ltiplied by survival frequency) measured in the mu ltige nerational ex pe riment cl one at 
generati on 1, 4 , and 22 (A); herm aphrod ite traits (tota l, ear l y, and late fertility , and growth) or ma le 
traits (growth and bo dy bend fr equency) measured in comm on-ga rde n experim ents in co ntro l 
e nviro nment cl one at generat ion 6 , 9 , 12, 15, and 18 (B) ; in the reciprocal-transplant experiment done 
at ge nerat ion 18 (C) ; and in the comm on-ga rd en experiment at two different temperatu res done at 
generat io n 23 (0 ). Fo r the latter ex perim ent we did no t measured body bend fr equ ency of mal es. 
En viro nment (or prior environment ) correspo nds to the e nvironment in w hi ch the popu lat ion has been 
evo lving (i. e. co ntro l, uranium , sa lt o r U /NaC I alte rnati ng treatm ent) and th is e ffect was present in t he 
mode ls for ali ex peri m ents (A to 0) . Generat ion correspo nds to the generati on for wh ich we m easured 
traits in mul t igenerat io nal and comm on -garden experiment s (A, B). 'ove! environm ent corresponds to 
the enviro nment of transpl ant in th e reciproca l-t ransp lant experiment (C). T emperature corresponds to 
the temperature fo r whi ch we meas ured traits in the comm on -gard en ex perim ent at two different 
tem peratures (D). W e used mu lt iva ri ate (or uni variate in A and for male tra it in 0 ) mi xed models with 
ali the traits included as dependent va riab les, and co mparee! different mod els using de viance info rmatio n 
cr iterion (D IC) . Ali the models contained replicates included as a random effect to control for 
independe nce of data acr oss generati ons. T he first OIC value correspo nds to a simpl e mode! including 
on ly re plica tes as a rando m e ffec t , and the subsequent value correspond to the associated change (f:.) in 
OIC es timates that occ urs when the e ffec t is in cluded within the model. Except for the mod els sha wn at 
the last lin e for each sex (and uni vari ate models), covar iance (cov) betw een t rait s was all owed in the 
pr iors. ln bold , models for which f:.O IC > 5, i.e . the rnodels t hat had a small er OIC , for whi ch the 
rep li ca te e ffect for he rmaphrodite and male t raits was written be low t ab le . 
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Figure 22. Tota l fertility (A) , hermaphrod ite growth (B), ea rl y fe rtility (C), la te fertility (D), mal e body 
bend (E) and mal e growth (F) dur ing fi ve successive co mmon-garden ex pcriments conducted at 
generat io n 6, 9, 12, 15 and 18 of the multi -generat io n experim ent . 
Traits (re ca led) were measured after individuals have spent three generat ions in the contro l 
environme nt. Symbols represent the rn an and it s associated standard error fo r 18 randomly sampled 
individual- in ea h treat rne nt. Control = cmpty triangle ; uranium= filled black do ts; sa lt= ernpty dots; 
alterna ting U 1 a C l trea tm ent = fi li ed grey dots. Regression li nes correspond to posterior mode of the 
dist ribu t ion for intercept and si ope for each treatment : control = sm ali dashed li ne ; uranium = black 
line ; sa lt = large da hed line; alternating LI/ NaC I treatment =grey line. 
15 2 Article IV- Benifits and costs if adaptation 
For male traits the best-fitted mode! did not include the interaction betw een prior 
environment and generation, indicating an absence of evolution in male traits leading to 
sufficient gene tic differentiation between the treatments (Table 1 OB). Ther e was a 
reduction of male growth from the first comm on-garden for uranium and alternating 
populations and a significant positive slope for ail populations, indi cating a stronger 
growth in ali treatment over the successive common-garden experiments (Table 12B and 
Figure 22F). However , a test with a madel with interaction between prior environment 
and generation showed a significant slope only for uranium and alternating populations 
and not for control popul ations (data not shown) . W e sa v.: any effect on body bend (Table 
12B and Figure 22E). 
) . 3. Reciprocâl-transplant experim ent 
For traits in hermaphrodites, the mode! with the smaller DIC was the one that included 
covariance betvveen traits and an interaction between prior and novel environment (Table 
lOC). Therefore , trait expression in the novel environm ent depended on the 
environment populations had previously evolved in. 
T ota! fertility in uranium was similar between populations from prior contTol, pnor 
uranium , and prior alternating environment (Table 13 and Figure 23A), whereas prior 
salt populations showed a r educed total ferti lity compared to the populations that had 
evolved in thesc three other prior cnvironments . In contTast, in the novel salt 
environment, prior alternating and salt populations showed higher va lues of ferti lity than 
prior uranium or control populations (Table 13 and Figure 23A). The same patterns were 
found for late fertility (Table 13 and Figure 230 ) . However, for early fertility, control 
populations showed in termediate values between salt and uranium environments in the 
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nove l uranium envir onm ent, and control populations showed lm.ver va lues of early 
fertility than uranium populations and equivalent value than salt populations in the novel 
salt environment (Table 13 and Figure 23C). Overall, populations that had evolved in the 
alternating environment showed the highest total fertility in both of the two stressful 
environments: hermaphrodites from these populations produced on average more than 
95 larvae against 80- 86 larvae for the prior conb·ol, uranium, and salt populations. 
Prior uranium and alternating populations produced bigger individuals at 96h than prior 
control populations in both the uranium and the salt env:ironments, and prior salt 
populations did not difTer from the prior control populations in both novel environments 
(Table 13 and Figure 23 B). 
The mode! with the smaller DIC for the male traits was the one including an interaction 
between prior and no\·el environment and with no covariance between traits (Tabl e 
1 OC). Prior uranium populations produced bigger males than the three other types of 
populations in both salt and uranium environment (Table 13 and Figure 2 3F). Prior 
\ 
control populations showed the smallest males in the salt environment. 
Indiv:iduals of prior salt popu lations showed a sma.ller fr equency of body bends in the 
uranium environment, whereas the three other types of population did not differ with 
each other (Table 13 and Figure 23~). No differences in body bends wer e observed 
between the different types of populations in the salt environment. 
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3.4. Common-garden experiment at different temperatures 
ln hermaphrodites no interaction was detected between temperature (20 and 25°C) and 
prior environment (Table 1 00) . ln other words, the effects of prior environments on 
traits were the same at both temperatures . Compared to 20°C, at 25 °C all the 
populations lower ed their total fertility and shortened their r eproducti ve longevity; 
almost 90% of eggs were procluced before 72h (Table 14 and Figure 24A, C and 0). 
Hermaphrodites also grew up faster, whatever the ir population of origin (Table 14 and 
Figure 24B). Independent of the temperature, control and salt population showed the 
highest early fertility \·a lues , follovved by both uranium and alternating populations. 
Patterns were less clear for la te fer tility, and total fertility showed a marked difference 
between the contro l and the other populations. 
M~le gro>Yth was not affected by prior environm ents, and increasing temperature 
reduced growth in males (Table 100, Table 14 and Figure 24E) . 
3. 5. Replicate effects 
Differ ences between replicate populations represented between 0 and 8. 3% of the overall 
trait variation (Table 1 0), indicating that the random sampling of tl1e individuals that 
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Figure 23 . Average tra its values in the reciprocal-transpl ant experim <';nt. 
Average values and their standard errors (n = 18 ind ividua ls) fo r popu latio ns that have evolved in the fo ur 
different treatm ents (i. e . contro l, uranium , Na C l and alte rnating uranium and NaC l) and then been put 
in the uranium (x ax is) o r NaC l (y ax is) treat ment dur ing the reciprocal-transplant experim ent ·at 
generat io n 18 of the multi -generat io n ex periment. Traits (resca led) were measured a ft er indi vidua ls have 
spent three generations in the novel environment. Traits: tota l fe rtility (A); hermaphrodite growth (B) ; 
ear l y fe rti li ty (C) ; la te fe rti li ty (D); male body bend (E); m al e growth (F). Prior envir·onm ent: control = 
empty triangle ; uranium = fill ed black do ts ; sa lt = empty do ts; alternat ing U /NaC l treatment = fi lled 
grey dots . 
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Figure 24-. Common-garden experim ent co mpar ing popu lations that ha ve evo lved within diffe rent 
environments for 23 generat ions and put in a contro l e nviron ment at two different temperature 
treatments (20 and 25°C). 
Traits (rescaled) were m easured afte r indiv iduals have spent three generation s in the novel environment . 
Traits m easured: total fe rtility (t\) ; hermaphrodite growth (B); earl y fertility (C); late fe rtility (D); male 
growth (E) . Sy mbo ls represent the mean and its assoc iated standard erro r fo r 18 random ly samp led 
ind ividua ls in each treatment. Prior environment: control = empty triangle; uranium= fi lled black dots; 
salt= empty dots ; a lte rnating UINaC I treatment = fil led grey dots. 
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4. Discussion 
W e found that the populations in the three different polluted environments had rapidly 
started to adapt to their stressful environm ent since their fitness increased between the 
fourth gener ation and the end of the multigenerational experim ent, although they never 
reached the fitn ess leve! of control populations. The absence of temporal changes in the 
control environment, during the multigenerational or the successive common-garden 
experiments, indicates an absence of changes in the traits caused by uncontrolled, 
environmental, genetic drift, or selection effects during the experim ents. Consequently 
it allows us to interpret any change observed in the treatment populations as genetic 
differentiation in response to se lection pressures entailed by the pollutants. However, 
adaptation to the pollutants entailed a cost on fitness once populations were transferred 
into another stressful environm ent (reciprocal-transplant and common-garden at two 
differ ent temperatures experiments) or back in the original environment (common-
garden experiments). After having aclapted to the alternating emrironm ent , populations 
showed higher fertility in both stressful environments (i .e . uranium and salt) and did not 
seem to show any supplem entarycost in other emironments, comparee! to populations 
adapted uniquely to uranium or salt. 
W or king on phenotypic measures, we may not be able set apart complete! y the epigenetic 
from the genetic basis of the phenotypic changes obser vee! throughout the experiment. 
For example plants and rats exposed to some stressors can transmit epigenetic 
modification to unexposed progeny, clown to the fo urth generation (Am-vay et al. , 2005 ; 
Molinier et al., 2006; Vandegehuchte & Janssen , 20 11 ) . However , in both the common -
garden and the r eciprocal transplant experiments we sought to overcome materna! effects 
by measuring traits only after the fourth generation. This precaution guarantied us to 
eliminate ali the changes observee! across generation that could be caused by phenotypic 
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plasticity, materna! effects, grand-maternai effects, and proba.bly also epigenetic effects. 
However, populations b·ansferred back to their original conditions m ay experience their 
previous selection pressures . Then the rapid evolu tion of C. elesans in our experiments 
suggests that sorne genetic differ entiation could have been induced by selection during 
that first four generations. Indeed, the measures w ere realized at the four th generation in 
these exper iments, and in the common-garden experiment, genetic changes could have 
occurred backward as a r esult of r everse evolution (e.g. Teot6ni o et al., 20 12), i. e. a 
r eturn to the phenotypes of "ancesb·al" individuals as in control populations. This is 
possible , particularly w hen adaptation to the novel environmental conditions is costly 
(Lenski, 1998; Morgan et al . , 2007). ln the reciprocal-transplant experiment we expect 
that novel selection pressures will drive the population towards novel phenotypic values 
in as fast as four generations. Such a reverse evolution in the common-garden experim ent 
and novel evolutionary direction in the reciprocal-transplant cxperiments may have the 
disadvantage of reducing our ability to detect genetic differentiation,....betvveen the 
populations that had evolved in different prior environments. Exposing Daphnia magna to 
organic pollutants (an insecticide and naphthalene) during tw elve generations, Brausch & 
Smith(2009) have demonstrated that in only four generations populations were able to 
develop resistance to each of these pollutants. Then, after being put back into an 
unpolluted nvironm nt , populations !ost their resistance to pollutant at only a few 
generations. Nevertheless, we think that the disadvantage of r ever se or novel evolution 
in our experiment is cir cumvented by the possibi li ty to eliminate almost ail the epigenetic 
effects on the changes observed. 
Furthermore, our multi common-garden experiment approach clearly illustrates the 
danger of doing on! y one common-garden experiment at a stage where populations have 
not becn completely differentiated yet. For example , we would have miss change in 
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fertility in salt, or changes in grovvth in uranium . To achieve severa! measures across 
generations of phenotypic traits permits to observe the implementation of geneti c 
differentiation in a stressful environm ent and not only compare to the control population 
at one point, as is usually clone . Furtherm orc, using the combination of r esults from 
common-garden and r eciprocal-transplant experiments permits us to identify differ ent 
adaptation costs depending on severa! prior and novel environments. Moreover 
r eciprocal-transplant gave us supplementary information, if the specialization at each 
pollutant gave a lower performance in the other pollutant or a better one. 
4. 1. Changes during the fir st four generations 
Populations subj ected to each of the three stressful environments showed a strong 
r educti011 in fitness during the fir st four generation s, although the increase in fitness 
between generation 1 and 4 was found only in the uranium and in the alternating 
environment. This early difference between salt and other populations was likely caused 
by a better capacity of C. eleaans to r esponse to uranium by acclimation in the first few 
generations of exposition (see m ore details in article III), and this particular capacity may 
be related to within-individual orto cr oss-generation phenotypic plastic response to the 
novel environment (Scheiner, 1993; Mousseau & Fox, 1998; Rasanen & Kruuk, 2007). 
At this stage , it is not clear yet for what r eas on C. eleaans shows this parti cul ar ability to 
responds to uranium but not to alt 
4. 2 . Responses to cüfferential selection pressures 
Evolution in the three polluted environments was made visible by the cüffer ences in the 
slopes of the trait values with generations in the successive common -garden experiments. 
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Such evolutionary (i.e. genetic differentiation) responses of populations subjected to 
uranium or salt confirms our predictions based on our estimation of both the intensity of 
se lection during multigenerational experiment (article III) and the moderate but existing 
heritability found on the studied traits (article II). Furthermore, our results indicate that 
populations evol ved towards differ ent li fe his tory strategies in response to the different 
stressors. 
C. elegans responded to salt by r educing its fertility, and by increa ing its generation time 
and its survival (ar ticl e Ill and her e Figure 22). Thcrc was nq effect of the prior salt 
environm ent on total ferti lity at the first common-garden but then fertility decreased 
r egularly over tim e. Consequently the effects of salt could entai ! a selection of particular 
life history strategy: individuals with longer life cycle, lO\-ver fertility, and a higher 
survival. Indeed survival befor e r eproduction (here at 48h of age) was affected by salt 
envi.ronment, a trait more essential for fitness than the production of a large number of 
embryos. 
ln contrast, survival did not seem to be affected by uranium (see article III and appendix 
L1 for graphical representation of surYival). Moreover, populations subjected to uranium 
or to the alternating environment showed a strong reduction in fertility and growth at 
the first common-garden (see also discussion of article 1) possibly caused by epigenetic 
effects, followed by an evolutionar)' increase in fertility (in particular early ferti lity) and 
growth between generation 4 and 2 2. It should also be noted that fertility and growth 
were correlated (at !east phenotypically) as there was covariance between them, i.e . 
effe ts on one trait affected the other. Furthermore, individuals from populations adapted 
to uranium had faster growth in uranium and also in salt environment compared to prior 
control and salt populations in the r eciprocal-transplant . In uranium we have selected 
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inclividuals that grew faster. Growing fas ter can have a selective ad van tage. For example, 
best fitted individuals in a pollu ted environment can detoxify their body, prevent the 
internalization of pollutant or to r educe the negative effects of the pollutants by being 
bigger can reduce their internai poilu tant concentration (Sibly & Calovv, 1989 ; Guedes 
et al., 2006) . However, this r eallocation of energy wi ll be donc at the expense of other 
traits or of fitness in other environments (Hoffmann & Parsons, 199 1 ; Reznick et al ., 
2000). Consequently, we m ay have selected individuals with higher fertility, high growth 
rate, and faster generation time (and may be lower life span). In other words, uraniuÎn 
seems to be associated to rapid !ife cycle adapted to r educe the period of contact with the 
pollutant. 
Body bend frequency was not affected in the different experim ents excepta r eduction in 
uranium for prior salt populations compared to the other populations. W e also showed a. 
signiflcant evolutionary response of body bend in the salt cnvironm ent in the 
multigenerational experiment (article III). Nonetheless this reduction in body bend 
probably hardly affected the encounter rate between males an d hermaphrodites as male 
fr equency was kept similar for al! populations (see appendix L1 for graphical 
r epresentation of the ratio of males). In C. eleaans the ratio of males depend on the 
encounter rate between males and herm aphrodites as Lopes et al . (2008) showed it and 
locomotion behaviour promotes encounter rate between mal es and hermaphrodites 
(Pannell , 2002 ; Barrière & Félix, 2005a). ln uranium, the reduction of body bend 
frequency (article Ill) were more probably due to effect on neurons and muscle cell s (e.g. 
Wang & Wang, 2008a, 2008b) . The cells r equire to form correct connections and 
assemble signalling proteins into synapses but any clisruption wou id affect the locomotion 
behaviours (Loria et al . , 2004). These kinds of effects are mostly due to environmental 
constraints, which entai! the change; they are not selected. 
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4.3. Costs of adaptation 
Populations adapted to a stressfu l environment show a lower fertility than the control 
populations when placed in another stressful environment. Populations adapted to salt 
were more susceptible to uranium and populations adapted to each of the three stressful 
environments showed a ]m,ver fertility than the control populations when they lived at 
both original and the incr eased temperature. 
Similar findings were observed in severa! stuclies on adaptation to pollutants, with 
populations adapted to a so·essor shovving a r eduction in fitn ess compar ed to control 
popu lation when confronted to another stressor such as lugher temperature, parasites or 
other heavy metals (Xie & Klerks, 2003 ; Salice et al., 2010; Jansen et al., 20 11 b) . ln our 
mul tigenerational experim ent, mutation rates was most probably not sufficient to 
generate genetic cliversity over 22 generatims, and thus the maj or evolutionary force was 
probably selection on the standing genetic variation in this C. elegans population (Mackay 
et al., 1994; Denver et al., 2009) . Conseque ntly vve can assum e a reduction of genetic 
cliversity for the populations that evolved in our polh.ited environments, as that was 
demonstrated in other studies with pollutants (Ward & Robinson, 2005 ; Athrey et al . , 
2007 ; owak et al., 2009). 
Costs of adaptation to pollutants for popula.tion in their original environment were also 
previously fo und (Shirley & Sibly, 1999; Ward & Robinson, 2005; Mireji et al., 20 10) . 
lndeed the specifie strategies of in di viduals selected in a polluted environment may not 
be optimal in a favourab le environment. For example, it can consist in a reduction of 
pollutant assimilation (Xie & Klerks, 2003), the improvement of pollutant excretion 
(Posthuma & Van So·aalcn, 1993 ; Lagauzere et al., 2009), the sequestration of the 
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poilu tant ( e .g. m etallothionein synthesis; Shjrley '& Sibly, 1999 ; Gillis et al., 2002 ; Jiang 
et al., 2009), or every other biochemical, physiological or cellular modifi cation that can 
limit the impact of the pollutant on the organism. ln the presence of a pollutant the 
selected genotypes with a better capacity to use one of these m echani sms may thus be at 
a disadvantage if the population encounters more favourable environm ent. If the 
induction of these m echanisms is not plastic, it may not be shut clown in the non-polluted 
conditions (i. e. the "facultative r esponse" of Calow & Sibly, 1990). Combined with the 
reduction of gene tic diver sity, we assume that this phenom enon happened tor the 
populations adapted to each of our three stressful environments. 
Hovvever, costs of adaptation were not systematic. ln the r eciprocal-transplant 
experiment populations adapted to the prior salt environment showed some signs of 
specialization. Their fertility was higher than that of the control populations in salt but 
was lower in the novel uranium environment. ln contrast, uranium populations never 
showed a lower performance than the control population when transferred in the salt 
environment. It thus seems that costs of adaptation were asymmetric between uranium 
and salt adapted populations (i .e. one specialist paid a cost but not the other). Severa! 
sturues on microorganisms of viruses have shown asymmetric costs of adaptation (Kassen, 
2002 and r efer ences therein ; Jasmin & Kassen, 2007). The causes of such aS)'111metry 
must correspond to different pleiotropic effects accompanying genetic differentiation 
depending on environmental conditions (Travisano & Lenski, 1996 ; Rose et al., 2005 ; 
Jasmin & Kassen, 2007). W e thus necd to know the biochemical, physiological and 
genetic mechanisms r esponsive of adaptive costs to star t building a global framework to 
predict the presence of costs . 
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4.4. Changing environment and the evolutimi of generalism 
It is r ecognized that f1uctuating or changing environments promote generalist genotypes, 
and constant environments promote specialist genotypes (Reboud & Bell , 1997 ; Cooper 
& Lenski, 2000; Turner & Elena, 2000). Interestingly, when placed in both uranium and 
salt, populations adapted to the alternating LI and NaCl environment showed a better 
overall fertili ty than the populations that ha,~e evolved in constant polluted environment 
(note that in each specifie environment the ferti li ty of the alternating populations was not 
yet higher than the one of the other popul ations). Then these alternating populations 
performed as well if not b etter than the control populations in the uranium or in the salt 
environment . Furthermore, confronted to an increase in temperature or in original 
environm ent, these alternating populations die! not show lower performance than the 
other populations. Our r esults, thus confirm the possibility that alternating or changing 
environm ental conditions generate generalists genotypes that coule! have an aclvantage 
vvhen confronted to one of these sb-essors. 
A similar r esul t was found for populations of viruses adapted to a nove l host (Turner & 
Elena, 2000). Populations confronted to an alternating r egime between two hosts were 
as weil adapted to each host as population adapted to only one of the two hosts. 
Moreover, fluctuating or changing environments have been shown to better promo te the 
diver sifi cation of populations than environments that contain ali the novel conditions 
simultaneously (Buck ling et al., 2000 ; Cooper & Lens ki, 20 10 ; Collins, 20 11 ). In this 
study wc cannot show any evidence for a strong cost of adaptation . to su ch a changing 
environment. The existence of cost-fr ee generalists has been found in long-term 
evolu tion ofmicroorganisms (Buckling et al., 2007). In the same way, Reed et al. (2 003) 
have shown that Drosophila melanoaaster populations adapted to two stressors alternating 
in time had enhanced fitness in a novel stressful environm ent, than populations adaptee! 
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to only one of the stressors. These r esults change the vision that adaptation to a variety of 
environment could decr ease the adaptive potential of populations. 
4 . 5. Implications for natural populations in polluted environments 
Understanding the m echanisms and consequences of evolution of populations that 
suffered pollution has r ecen_tly become a major challenge in our need to improve 
Ecological Risk Assessment process (Medina et al., 2007 ; Morgan et al. , 2007 ; Coutellec 
& Bara ta, 201 1 ; Klerks et al., 2011). Our resul ts confirm the existence of trade-offs 
between the adaptation to a particular stressor and the capacity to cope with other future 
stressors or to compete with other genotypes in a favourable environ ment ( Coustau et 
al., 2000; Roff & Fairbairn, 2007) . Moreover, we show that the costs can appear in only 
six generations with pollutants (see also Xie & Klerks, 2003 ; Salice et al. , 201 0 ; Jansen 
et al., 2011 b). The interaction of anthropogenic str essors with other selection pressures 
may have severe consequences on tl1e risks of extinction of natural populations. 
The significant slopes in the successive common-garden experiments have practical 
implications for conservation biology. Running only one common-garden experiment at 
. any time during a potential evolutionary process should be interpreted with caution, as it 
general! y clid with natural populations. If wc had limited our study to the fifth common 
garden, we would not have seen the clifferentiation for growth during evolution in 
uranium and the longer implementation of cost on fertility during evolution in salt. 
Adaptation in a predictably changing environm ent may not restri ct the adaptive potential 
of the population to novel stressors (Reed et al . , 2003 ; Frankham & Kingsolver , 2004). 
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Consequently, we assume that if the strength of se lection pressures entailed by pollution 
is w ell beyond that of other envir onmental stressor s or if ali the selection pressures go in 
the sam e direction, the population will r espond to the poilu tant . However, if the 
pressures entai led by other environmental stressors are opposed to th ose of pollu tion, the 
population will not have the ability to respond to the pollutant (Bell & Collins, 2008) . 
5. Conclusion 
The circumstantial presences of ada.ptive costs r eported in our study have an important 
role on the susceptibility of C. elegans populations. Life history strategy of selected 
individuals and adaptive costs depend on the type of stressor that the population is 
confronted to . Moreover, the costs did not appear in the same time , thus a better 
evaluation of the e volu tionary processes and of the adaptive costs involve perfm·ming 
se veral measures of phenotypic traits acr oss time. The increase of benefits after adaptation 
to the alternating environm ent without increase of cos ts in novel environm ents was 
particularly surprising. cvertheless , we cannot be sure that supplementary costs could 
exist in other stressful environm ents that vve have not studied. Future expe riments on 
adaptive costs should focus on the causes of costs to be able to predict more largely if 
natural populations ar e more susceptible to environm ental changes after adaptation to 
polluted and heterogeneous environm ents. 
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SYNTH ÈSE DES RÉSULTATS 
Dans le cadre de ce doctorat, nous avons appliqué plusieurs techniques de biologie 
évolutive (lignées isogéniques, évolution expérimentale , jardins communs et 
transplantations réciproques) pour mieux comprendre et quantifier les effets 
d' environnements pollués sur l' évoluti on de populations de C. eleaans. Nous débutons ce 
chapitre par un synthèse des r ésultats obtenus -présentés dans chacun des articles -, et 
nous examinons plus particulièrement leurs cohérences. Par la suite, nous abordons les 
changements de stratégie d ' histoire de vie pour les populations adaptées et leurs 
implications. Pour terminer, nous présentons, les avantages et les inconvénients des 
méthodes utili sées . 
1. Cohérence des résultats 
L' héritabilité de la ferti lité était plus faible en présence cl ' uranium qu' en présence de sel 
(article II). De plus, les pressions de sélection semblaient plus impor tantes à la 
concentr ation en sel retenue par rapport à celle en uranium (articl e II et III). Ceci 
explique , au moins en partie, la r éponse évolutive plus faible pour ce trait dans l ' uranium 
que dans le sel (Tableau 15 et voir l 'annexe M sur la relation entre la réponse évolutive 
et l'héritabilité). Cependant, les jardins communs successifs (article IV) ont montré une 
r éduction de la valeur sélecti,·e pour les populations adaptées à l ' uranium C]Ui est survenue 
avant celle des popu lations adaptées au sel. Il est possible qu 'en présence d'uranium les 
population aient subit une sélection forte sur certains traits non mesurés, mais impliqués 
dans des compromis évolutifs avec la fertilité (Thomas et al., 20 10), par exemple des· 
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traits physiologiques r eliés à la r ésistance aux m étaux lourds. Une autre expli cation serait 
la présence d.' efTets épigénétiques uniquement dans les milieux contaminés à 1 'uranium 
et c1ui persisteraient dans l 'environnem ent contrôle (voir la cüscussion de 1 'ar ticle IV). 
Même si nous avons tenté de nous affranchir des effets épigénétiques, en mesurant les 
traits à la quatrième génération dans les jarcüns communs, nous ne pouvons pas garantir 
qu ' ils n'ont pas eu un impact clans nos expériences. Ainsi, il est clair que désormais les 
effets épigénétiques doivent être pris en compte dans les études d ' éco to:xicologie 
évolutive pour les cJjffér encier des effets adaptatifs (Coutell ec & Barata, 20 11 ·; Head et 
al. , 20 12). Toutefois, même si clans nos expériences , nous n'avons pas pu cüscriminer les 
effets épigénétiques des effets adaptatifs , les coûts sur la fertilité sont bien présents même -
après quatre générations en absence de tout polluant. 
T ab leau 15 . Synthèse des résultats: articl es Il , Ill e t IV. 
Traits Articl e Il Articl e III 
h1 et S : R: 
Fertilité 
sel > uraniwn sel > uraniwn 
R : 
Fe rtilité 
alternance > constant 
Fe rtilité 
Pas de comprom is : 
se l/ uran ium 
Fertili té 
Compromis positif : 
contrôle / uranium 
Cro issa nce 
Comprom is négatif: R significative : 
se l/ uranium uranimn et alternance 
Fe rtilité-
Structure altérée : uranium 
Structure moins stable : 
Croissance uranium 
Article IV 
Appar ition coùt : 
uranium avant se l 
Adaptation: 
alternance > constant 
Coc1t: 
se l dans uranium 
Coùt: 
uranium dans contrô le 
Croissance augmente dans sel : 
uranium et alternance 
Les zones grisées d ' une m ê m e lign e signifi ent que les résultats sont cohé re nts. Les termes se l, uranium et 
alter nance correspo ndent a 1 'environnement dans leque l les popu lati ons o nt évo lué. R : réponse 
évolutive ; S : sé lect ion ; h1 : hé r itab ilité. 
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L'autre effet .qui n 'a pas été confirmé d ' une expérience à l'autre es t la présence (o u 
l' absence) de compromi s évolutifs entre les environnem ents, qu e ce soit pour la fertilité 
ou pour la croissance (ar ticl e II). En effet, des coûts ont été détectés pour la· fertili té alors 
qu 'entre les emi r onnem ents, un compromis p ositif existait à la première génération 
(contrôle-uranium) et parfois aucun compromis (sel-uranium; Tableau 15 ) . À l ' inver se, 
lor sque le compromis était négatif pour la croissance (entre sel et uranium), une 
croissance plus rapide a été mise en évidence dans l 'environnem ent salé , p our les 
populations adaptées à l ' uranium (article TV) . Cette incohér ence pourrait s'expliquer par 
le fait que les compromis entre les environnem ents, pour un trait donné , peuvent être 
présents (ou absents) à la premi ere génération , sans être persistants (ou en s'exprimant) 
dans les générations suivantes . ous avons m ontré des altérations de 1 'expression de la 
structure génétique des traits, principalem ent dans 1 ' uranium (article II et Ill) . Ces 
altérations r ' vê lées à la première génération (article Il) se sont confirmées durant 
l' expérience multigénér ationnellc (articl e Ill) . La m atrice génétique sembl e avoir perdu 
de sa stabilité au cours du temps pour les populations ayant évoluées dans l 'uranium . Or, 
cet effe t a pu affecter les r éponses évolutives des traits et influencer les compromis 
évolutifs entre le mili eu contaminé par le l' uranium et l'emi ronnem ent salé ou contrôle. 
D 'autres r ésul tats o-ès intér essants concernent ceux obtenus a la suite de l' exposition des 
populations de C. elegans , pendant plusieurs générations, à un environnement 
d'alternance. En effet, les r ésul tats sont contraires aux préclictions mais sont cohér ents 
entre eux à a-avers toutes les expériences r éalisées (articles II, III et IV). ous nous 
attendions à une r éponse évolu tive plus lente pour tous les traits d 'histoire de vie et une 
spécialisation moins forte p our chacun des deux p olluants (Gram & Sork, 200 1 ; Roff, 
2002b), mais l'inverse s' est produit. ous supposons que ceci est dû aux pressions de 
sélection induites par les deux polluants. Elles sont différentes (augmentation de la ponte 
précoce dans le sel et de la ponte tardive dans l 'uranium) mais la tendance dir ectionnelle 
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est la m ême. Il y a donc un effet de coévolution positive sur la fertilité, comme nous en 
avons déjà discuté (article III et IV) . 
2. Changements de stratégie d ' h.istoire de vie 
Dans l ' uranium, la stratégie sélectionnée , par rapport à l'emironnement contrôle , 
implique une ferti lité élevée , une croissance plus rapide et 1.m temps de génération plus 
court (article III et IV) . Ce type de cycle de vie rapide peut perm ettre de r éduire la durée 
de contact aYec l 'uranium, donc ces effets. En contrepartie, les individus sélectionnés ont 
probablement une durée de vie plus courte (c'est-à-dire un m odèle évolutif r ; MacArthw-
& Wilson, 1967 ; Roff, 2002b ). Cette stratégie perm et également aux individus de mieux 
faire face à J ' autres pollutions, comm e ce ll e entraînée par le milieu très salé (article IV). 
Toutefois, dans nos expéri ences , la nourriture était ad libitum. Or, cette allocation accrue 
d'énergi e dans un développem ent rapide ne ' serait pas possible dans le cas d ' une 
restriction alimentaire. En effet , cette str atégie demande d'acquérir beaucoup d 'énergie 
en peu de temps. Ainsi il serait maintenant per tinent d'analyser les potentiels coûts 
adaptatifs de ces individus adaptés à l 'uranium lorsque la nourriture est limitée en 
quantité . 
Contrairement à l ' uranium où la survie n 'était pas affectée , le sel a entraîné la sélection 
d'individus avec un temps J e génération plus long, une fertilité r éduite, mais une 
meilleure survie avant la m aturité sexuelle (article III et IV) . Ce type de stratégie 
d' histoire de vie est cependant coûteux dans un environnement contrôle, sans polluant, 
puisque trop d'énergie est utilisée pour la maintenance som atique des individus et non 
pour leur r eproduction . Il est également à noter que les mâles adaptés au sel et placés 
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dans un nouvel environn ement pollué en uranium , ont vu leur vitesse de déplacem ent 
affectée et leur croissance diminu ée. Si les mâles ont des difficultés p our se déplacer, alors 
cela pourrait avoir des r épercussions sur leur capacité à r echercher de la nourriture et à 
s'accoupler avec des herm aphrodites. Toutefois, ne l 'oublions pas, dans nos expériences , 
la nourriture était ad libitum et 1' environnement (boite de Petri) pouvait être entièrem ent 
parcouru par un individu en quelques minutes. Le· m âles n 'ont donc eu aucun problème 
pour trouver des partenaires et pour se nourrir. Ils peuvent ainsi choisir une stratégie 
moins coûteuse en énergie , passant par une r éduction de l 'activité locomotrice. 
Néanmoins, les populations naturell es pourraient ne pas avoir d'autre choix gue 
d' adopter une stratégie différ ente . C'est par exemple le cas chez la drosophile , où les 
individus sauvages deYi ennent tres actifs quand ils sont privés de nourriture , 
contrairement aux individus maintenus au laboratoire (W illiams et al., 2004) . 
Ainsi, par rapport aux populations conb·ôles , les stratégies évolutives ont été altérées 
chez les populations qui ont évolu é en présence de sel ou d ' uranium, et très différ emm ent 
pour chacun des deux polluants . Il reste néanmoins à vérifier si dans la nature , contenant 
des contraintes environnemental es supplémentaires par rapport à nos expériences de 
laboratoire, ces sb·atégies seraient égal ement adoptées lor s d 'une polluti on . 
3. Avantages t inconvénients 
La m éthode des lignées isogéniques nous a permis d' identifier la structure génétique dans 
les différents environnements en seulement une génération (Tableau 16). A 1 'inverse, 
dans 1 'expérience multigénérationnelle, les jardins commLms et les transplantations 
réciproques ont été réalisée sur la structure phénotypique, même s'il est également 
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possibl e de r etirer de ces expériences des informations sur la génétique . Par ailleurs, ces 
dernières expériences étaient plus longues car elles nécessitaient de travailler sur 
plusieurs générations ; le temps de mesurer une r éponse évolutive significative. 
Cependant contrairement à la méthode des lignées isogéniques , ces expériences nous ont 
permis d' obtenir une information r obuste au cours du temps (Yoir plus haut la section 
« Cohérence des résultats »). Ensuite, la m éthode des lignées isogéniques nécessite de 
travailler sur un très grand nombre d ' incl.i,idus, et autant que possible simultanément, 
pour acquérir une information robuste , avec des inter valles de cr édibilité r éduits. 
Néanm oins, r éaliser de nouveau ce type d 'expérience (c 'est -à-dire sur une génération) 
sur les individus des populations qui ont évolué dans les environnements pollués , pendant 
22 générations, aurait également permis de valider ou non les effe ts sur la matrice G . 
Tableau 16. Ava ntages e t inconvéni ents des d ifférentes techniqu es utili sées . 
Articl e : Il (lignées isogéniques), Ill (évolutio n expérimentale) e t IV (jardins co mmuns e t transplantat ions 
réciproques). 
Art icl e II 
Avantages • Expéri ence 1·apiclc 
• Structu re génétiqu e 
Inco nvé nie nts • Manque de puissance 
statisti(JU C 
• Chan gement au cours du 
tem ps non visible 
• lnn:: rtituOc des c ollts 
Article Il 1 Article IV 
• In formation continue • Inform ation cont inu e 
• Vitesse et cibl e de la réponse • Identification des coLJts sur la 
l·voluti ve va leur sélecti ve 
• Expi·riencc longue • Expérience longue 
• Stru cture phénotypique • Stru cture phé notypique 
• Col1ts in connu s 
Au cours des expériences de jardins communs et de transplantations réciproques , nous 
avons cherché à nous affranchir des effets maternels et épigénétiques en effectuant les 
mesures seulement à partir de la quatrième génération . Cependant, la rapidité 
d' évolution de C. eleaans dans nos expériences laissent penser que nous avons pu aussi 
induire de nouveau de la différ entiation génétique dans ces expériences . En effet, les 
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mesures étant réalisées à la quatrièm e génération, des mocüfications génétiques 
pourraient à nouveau se produire par une évolution inver sée (= r ever se evolution en 
anglais ; voir discussion de 1 ' article IV). 
Les microévoluti ons observées dans nos expériences sont principalement dues à de la 
sélection sur la \"aria ti on génétique préexistante dans la population, puisqu 'elles sont 
survenues très rapidem ent : en une dizaine de générations (Mackay et al., 1994; Denver 
et al., 2009). Les implications de ce type J 'evolution, par rapport à une évolution duc 
essentiellement à des mutations bénéfiqu es , sont différentes. Un e sélection forte entrain e 
une r éduction rapide de la C:Üver sité génétique . En effet, certains allèles , déjà inclus dans 
la variation génétique préexistante (neutre en environnement favorable) , sont bénéfiques 
dans le nouvel environnem ent. A l'inver se, ce tte fixation d 'all èles sera plus longue s' ils 
sont apportés par mutation (faible nombre de copies à l' apparition) puisqu'ils nécessitent 
de se propager dans la population (Herm isson & Pennings, 2005 ; Barre tt & Schluter, 
2008). Le changement J e divers ité génétique n 'est donc pas aussi important et rapide. 
Ainsi, 1' effet de prédominance de la séle~tion enb·aine une forte probabilité d'apparition 
de coûts adaptatifs du fait de la réduction de diversité génétique . En outre cette réduction 
de diver sité génétique diminue la probabi lité de retour à 1' état initial ( holution inversée) 
lors d 'un nou au transfert en environnement fa 'Orable . En effet, certains allèles perdus 
ne seront pas nécessairement r etrouvés , sans flux de gènes (Kawecki et al., 20 12) ou sans 
une période suffisamment longue qui permettent la fixation de mutations bénéfiques 
(Lenski, 1998). Notons que mêm e avec un taux de mutation important - qui est un 
processus aléatoire - un retour vers la même stratégie d ' histoire de vie qu ' avant 
l'adaptation au polluant r este incertain . En environnem ent naturel, malgré la sélection, 
certains mécanismes permettent la conservation de la variation préexistante. Nous 
pouvons citer le flux de gènes ou l 'hétérogénéité spatiale et temporelle qui peuvent 
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révéler de la variation génétique cryptique (Gibson & Dworkin, 2004) . L' importance de 
la réduction de la diver sité génétique doit donc être validée pour des populations 
naturelles vivant dans des milieux pollués (voir la section « per spectives»). 
Mêm e si des études sur les coùts adaptatifs existaient déjà, la répétition de leur mesure à 
travers le temps est rare (voir cependant Brausch & Smith, 2009) . En effet, les études 
sont généralement réalisées pour un seul point de m esures lors d ' une génération donnée 
(par exemple Shirley & Sibly, 1999; W ard & Robinson, 2005; Jansen et al., 201lb). Or, 
nous avons r éalisé dix points de mesures successives pour l' expérience 
~ultigénérationnelle (article III) et cinq points pour les jardins communs (article IV). 
Ceci nous a permis d'observer la mise en place de certains coùts (par exemple le coût sur 
la fertilité dans l' environnement salé). De plus, la comparaison entre différ ents types de 
stress environnementaux, comme nous l 'avons r éalisé, est peu fréquente- (voir cependant 
Jasmin & Kassen, 2007 ; Jansen et al. , 201 1 a). Ainsi nous avons pu discuter de la 
complexité d ' interprétation des coùts adaptatifs (voir l 'article IV), notamment de leur 
détection (voire leur présence) qui n 'est pas systématique (Coustau et al., 2000; Reznick 
et al . , 2000 ; Lopes et al. , 2008). Désormais nous avons besoin de passer à un e nouvelle 
étape scientifique qui permettra de mieux appréhender ces coùts (voir la section 
« perspectives »). 
Dans cette étude, nous avons travaill é avec des concentrations élevées en uranium et en 
sel. Malgré tout, ces concentrations recouvrent une cer taine réalité environnementale 
puisque dans des écosystèmes, il est tout à fa it possible de mesurer de tels niveaux de 
contamination (article 1) . Les concentrations utilisées tout au long de nos expériences 
nous ont permis de mettre en évidence des processus évolutifs rapides et marqués. Il est 
clair que selon 1' espèce et le milieu choisi, les processus évolutifs auraient été détectés à 
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d ' autr es· concentrations en uranium ct en seL Pour mettre en éviden ce des phénom ènes 
adaptatifs avec des concentrations plus faibl es en uranium et en sel, nous aurions dû 
changer de modèle biologique. Or C. eleaans , comm e nous l 'avons déjà mentionné , offre 
de nombreux avantages pour réaliser des études en biologie évolutive expérimentale (une 
petite taille , un cycle de \'le court, etc.). A titre d 'exempl e, prenons un autre modèle 
biologique très utili sé en écotoxicologie : la daphni e, D. maa na . Les traits d ' histoire de 
vie de D. maana sont affectés à de très faibl es concentrations en m étaux lourds ou en 
pesticides (Ward & Robinson, 2005; Massarin et al., 2010; Jansen et al., 20 11b). En 
exposant D. maana à une concentration en uranium de 0,32 11M, sa fertilité à la deuxièm e 
génération d 'exposition est déjà qua ·i-inexistante (Massarin et al., 20 10) . Dans notre 
étude, nous avons du travailler à une concentration 3500 fois plus importante pour 
obtenir des effets moindres sur la ferti lité (article III) . Cette différ ence ne peut 
uniquement s'expliquer par les différences de conditi ons cl ' exposition , mais certainement 
par des différences de sensibilité inter- espèce. Cependant , le cycle de vie de D. maana 
étant plus long (2 1 jour en moyenne) , est la taille plus importante, par rapport à 
C. eleaans, il est nettem ent plus contraignant de r éaliser des expériences de biologie 
évolutive expérimentale sur une '~ngtaine de générations. A l ' inverse , si nous .avions 
travaillé sur des microorganismes, nous aurions pu considérablem ent augmenter le 
nombre de générations, mais en parallèle, nous aurions dû probablement augmenter les 
concentrations en uranium et en se l pour observer ~es phénomènes adaptatifs. Par 
exemple, la levure, Saccharomyces cerevisiae, peut survivre à des concentrations en NaCI 
supérieur à 2000 mM (Bell & Gonzalez, 2009) , alors que dans notre étude nous avons 
mesuré une mortali té de 100% à 769 mM aC!. De plus, puisque nous nous intéressions 
à la sélection ur la variation génétique préexistante et non sur l 'apport de nouvelle 
mutation bénéfique (voir plus haut) la vitesse du cycle de vie de C. eleaans était appropriée. 
Il faut également ajouter que C. elegans nous permettait d'obtenir des informations sur un 
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m étazoaire et non pas sur des microorganismes, les deux typ es de modèle biologique 
étant compl émentaires. 
Finalement, les effets sur les traits d 'histoire de vie surviennent a des conce ntrations 
différ entes en fon ction de 1 'espèce , du polluant et du milieu, ce qui influence 
partiellement 1' apparition de r éponses mi croévolutives et de coùts adaptatifs. Chaque 
modèle biologique a ses avantages et ses inconvénients. Mais 1' existence de ces effets 
évolutifs est une r éalité et leur déterminati on et leur compréhension, dans un cadre 
globale d 'évaluation du risque pour les écosystèmes est exo·êmem ent importante 
(Coutellec & Bara ta, 20 11 ) . 
CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
Ce chapitre est divisé en deux parties. Une premièr e partie où nous abordons les 
principaux points à retenir concernant les coûts adaptatifs en lien avec des populations 
exposés à des stress environnementaux, et une deuxième partie où nous présentons les 
différentes perspectives envisageables à la suite de ce travail. 
1. Conclusion 
Nous avons démontré dans notre étude que malgré la complexité des effets 
mio-oévolutifs lors d ' une pollution, il était possibl e d ' en dégager un patron global (Figure 
25). Si les pressions de sélection sont faib les , la population peut y fai r e face uniquement 
par acclimatation. Cependant si ces pressions sont trop fortes , alors la population doit 
s' adapter pour espérer r etourner ve rs une valeur sélective optimale dans son nouvel 
environnem ent. Notons que cet optimum ne conduit pas nécessairement à une fertilité 
maximale et à un temps de génération minimal dans le nouvel environnement. Par 
ailleurs , la réponse évolutive sera cl ' autant plus importante que les pressions seront for tes. 
Toutefois, ce réponses évolutives vont également dépendre du lien entre le trait étudié 
et la valeur sélective individuell e (Kruuk et al. , 2003) . En effet , pour des traits moins 
étroitement relié à la valeur sélective, et malgré leur héritabilité, les pressions de 
élection peuvent avoir une action moins importante (par exemple 1' activité locomotrice 
dans expériences). 
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Figu re 25. Evènernents évo lutifs lo rs d 'u n change m ent em·ironn em enta l bru squ e c1u i dure pe nd an t 
plusieurs generations et ses conséqu ences sur la va leur sé lecti ve dan s cet enviro nn ement ou dans un aut re 
enviro nn em ent. 
La fl eche a doub le sens signifi e qu ' il ex iste un e co rré lat ion entre la va leur se lecti ve et le tra it , c'est -a- dire, 
son lien - di rect ou indirect - avec la va le ur sé lect ive. Les aut res fl èches indiquent une causalité. 
Les conséquences sur la structure génétique ont pu être mises en évidence , au m oins en 
partie, à traver s une expéri ence m enée avec des lignées isogéniques et une étude 
multigénérationnelle de la structure phénotypique entre les traits (la croissance et la 
fertilité). Suite à ces deux travaux, nous avons démontré que dans l 'uranium , compare 
au sel, 1 ' héritabilité était moins im portante et l ' expression de la structure génétique était 
moins stable . Ainsi, les r éponses évolutives étaient plus faibles dans le milieu pollué par 
une concentration constante en uranium, en comparaison des autres environnem ents 
pollués. 
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Sans une étude approfondie d es m écanism es génétiques de l 'adaptation, nous ne pouvons 
pas connaître les causes exacte des coûts adaptatifs, mais plusieurs xpli cations sont 
envisageables , en particulier concernant les coûts sur la fertilité. Tout d 'abord, 
l'adaptation aux différ ents mili eux p ollués a certainement entraîné une r éducti on de la 
diversité génétique vial ' élimination des génotypes non r ésistants, ce qui a affecté la valeur 
sélective des inch vidus (Reed & Frankham, 2003) . Cett érosion de la diver sité génétique 
des populations engendre des coûts adaptatifs quand les populations sont soumises à de 
nouveaux environnements stressants. Face à ces nouveaux stress, les populations ne sont 
plus capables de s'acclimater ou de s'adapter à cause de la perte de génotypes au sein de 
la population initiale (Ward & Robinson, 2005 ; Athr ey et al., 2007). Ensuite , la sélection 
de génotypes r ésistants, r eliée à la r éduction de ch versité génétique, est aüssi une cause 
de coûts. En eff t , la sé lection de stratégies individu elles particuli èr es confère un avantage 
sélectif dans le nouvel environnem ent stressant. Cependant, ce tte sé lecti on peut aussi 
en trainer, en contrepartie , un éloignement de la valeur sélective optimale moyenne des 
individus, dans un environnement non pollué ou d 'autres environnements stressants où 
les pressions de sélection sont très différ entes (Kraaijeveld & Godfrey , 1997 ; Burdon & 
Thrall, 2003) . 
Les effets é olutifs dus à un pollution présente pendant plu -ïeur ·générations au sein de 
l 'habi tat d 'un e population , peuvent être très préjuchciables au mainti en des populations. 
Dans notre étude, nous avons dém ontré c1ue des coûts adaptatifs pouvaient apparaître en 
seulement six générations, ce gui est extrêm ement rapide même. pour des phénom ènes 
microévolutifs. Pour une évaluation des risques écologiques rigoureuse et co.mplète, il 
est donc inchspensable de considérer les conséquences évolutiYes de la présence d' un 
poll uant sur des populations dans l 'environnement. Cependant, malgré ces coûts 
impor tants gui se mettent en place rapidement, nous n'avons pas mesuré de surcoût à 
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l' adaptation dans 1 'environnem ent d ' alternance . Pourtant, 1' évolution de ces populations 
a été plus r apide, avec une valeur sélective cumulée- dans les envir onnements pollués 
en uranium et au sel - plus importante. Ce dernier r ésultat laisse penser que les 
populations vivant dans des milieux naturels, qui sont en général beaucoup plus flu ctuant 
(nourriture, température , pollution, parasites , etc.) que nos con ditions expérimentales, 
pourraient peut- être subir des coûts évolutifs moins importants que dans nos expérien ces. 
Ceci r este néanm oins à valider à travers la réali sation de travaux de recherche dans des 
conditions environnementales naturelles (voir les per spectives ci-dessous). 
2. Per ·pectives 
Dans le cadre de ce travail nous nous sommes intér essés en particulier à un po lluant bien 
précis : l 'uranium. Comm e nous l ' avons déjà m entionné , ce métal lourd est radioactif 
mais, à l'opposé de nombreux autres radioéléments, sa chimiotoxicité es t prépondérante 
par rapport à sa radiotoxicité. Se pose donc la question des conséquences évolutives des 
autres radioélém ents sur les populations. Lors des catastTophes nucléaires de T chernobyl 
et de Fukushüna-Daiichi, de nombreux radionucléides se sont retrouves disséminés dans 
l'environn ement (UNSCEAR, 2000 ; Smith & Ber esford, 2005 ; Kinoshita et al. , 20 11 ; 
Yasunari et al ., 20 11 ). Or, à cause de la nature de cette pollution particulière, le processus 
de sélection qui est prép ondér ant lors d' évènements microévolutifs (Barr e tt & Schluter, 
2008) est accompagné d 'un taux de mutation extrêmement fort (Frankenberg-Schwager, 
1989 ; Phillips & Morgan , 1993). Ceci entraîne des effets différents de ceux d' un 
processus de sélection, tels que dém ontrés par les travaux conduits au Japon par Hiyama 
et al. (2 01 2), suite à l 'accident de la centrale nucléair e de Fukushima-Daiichi. Dans cette 
étude, des populations de papillon, Z izeeria maha, vivent dans des zone polluées par des 
substances radioactives et subis ·ent des dommages physiologiques et génétiques. Or, les 
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effets persistent et s'accentuent même après six generations. Malgré la sélection des 
incü vidus les plus r ésistants, le taux de mutation étant tellem ent important et aléatoire 
qu'il peut san cesse agir sur de nomeaux traits, et m ême sur la capacité à r ésister à ces 
mutations elles- mêm es (par exemple sur les m écanismes ci e r éparation de l' ADN). Il est 
donc maintenant important de compar er les effets de la sélection et des mutations sur les 
r éponses évolutives de populations (Barrett & Schluter, 2008) , dans le cas particulier de 
l'induction de ces mécanis~es évolutifs par des p olluants. La diversité génétique au cours 
du temps pourrait ne pas être amoindrie face à l ' irracüation m ais seulement cüffér ente à 
cause d ' une sélection ineffi cace par rapport à un taux de mutation extrêmement 
important. 
Si nous r evenons à notre modèle biologique, C. eleaans, un autre point est à souligner. 
Ces popul ations sont général em ent r etrouvées dans 1' emironnement au stade dauer, 
c' e t-à-cüre un stade de développement plus résistant aux conditions environnementales 
(Barrière & Félix, 2005a). Il serait important de vérifier que les populations adaptées à 
une pollution conser vent leur capacité de passage au stade da uer. En effet, un simple arrêt 
de la production d ' une enzym e par ticulièr e peut par exemple empêcher cette formation 
de larYe de r ésistance (HanoYer et al., 2005). Cela pourrait êtr e testé en 1 'absence de 
nourri t ure (ou tout s aub· s contraintes induisant cette r épon ·e plastique ; voir Golden 
& Riddle, 1984). Si le pourcentage d' individus capables de pa ser à ce stade de résistance 
diminue dans les populations adaptées à une pollution, cela pourrait avoir des 
conséquence graves pour le populations naturelles qui perdraient leur meilleur moyen 
de résistance face à certaines contraintes naturell es dans l 'emironnem ent (voi r la partie 
« 2. 2. 3 . Forme de résistance » du chapitre « Etat des connaissance ») . 
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L' utilisation de différents polluants nous a permis de comparer des phénomènes 
différents, notamment les changements de structure génétique . Cependant, nous aurions 
pu également faire le choix de travai ller sur une gamm e de concentration. Ce qui nous 
aurait permis de· comparer les r éponses des pressions de sélection fortes et faibles (initié 
dans 1 ' articl e 1) , pour mieux définir les effets de ces pressions sur la \itcsse d ' adaptation 
et la capacité à s'acclin;ater. 
Un cadre global a besoin également d ' être défini pour étudier les coûts adaptatifs . On 
r etrouve pour le moment plusieurs études qui perme_ttent d ' évaluer la présence et 
l ' importance des coùts, ce que nous avons d ' ai lleurs effectué ici . Désormais, il deYient 
nécessaire de comprendr e les mécanismes sous-jacents afin d ' identifier pourquoi ces 
coûts n' existent pas dans certains nom·eaux environnements ou pour certains b-aits . Nous 
avons décidé de b-avai ll er sur des r éponses phénotypiques et m êm e s' ils apportent dçs 
preuves et des réponses sur ces coûts adaptatifs, un traYail est maintenan t nécessaire sur 
les ef~ets génétiques afin de comprendre comment les effets apparaissent . La génomique 
permettant de déterminer des génomes entier s ou des cartographies génétiques à petites 
échelles aurait pu êb-e d'un grand soutien pour cela . En effet, grâce à des projets de 
r echerche à 1 ' interface en b-e la génom ique et 1' évolution expérimentale, il a déjà été 
possible de découvrir des gènes d '·intér êts m êm e pour des traits polygéniques comme la 
taille des indivi dus (par exemple chez la drosophile :Turner et al. , 2011 ). Il a aussi été 
possible de comprendre comment les interactions épistasiques et les mutations bénéfiques 
affectent le potentiel évolutif des population ou l ' origine de nouvelles fon ctions (Chou 
et al., 2011 ; Khan et al., 2011). 
Ensuite, en r evenant à une approche phénotypique, il serait possib le de comparer l' effet 
sur des populations de différents polluants connus pour agir sur les mêm es mécanism es 
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physiologiques ou sur des m écanism es oppo ·es . Ceci est possible grâce aux nombreuses 
connaissances que nous apporte l' écotoxicologie sur les mécanismes biocrumiques, 
physiologiques et génétiques à 1 'origine de la r ésistance aux polluants. Aschner & 
Martin ez- Fin ley (2 0 11 ) ont par exemple r épertorié chez c. eleaans les C~)I1naissances sur 
les m écanismes de détoxification mis en place en présence de très nombreux m étaux. 
Grâce à une telle approche , nous pourrions comparer la réponse évolutive de populations 
à différ ents polluants et identifier la r ésistance face à une nouvelle pollution dans un cadre 
plus précis. En effet, il se pourrait que les p opulations adaptées accèdent à la m ême 
r ésistance lorsque que la nouvelle pollution implique les mêmes mécanismes de 
détoxification et à 1 ' inver se que les coûts adaptatifs soient d 'autant plus importants pour 
elles si la nouvelle pollution implique des mecanism es totalement différ en ts. 
Nous avons déjà présenté plusieurs perspectives dans les discussions de nos différ ents 
articles. En parti culier, nous aYons mis en avant que nos b-a vaux pouvaient r eprésenter 
une conb-ibution au développement des connaissances dans le domaine de 1' évaluation 
des risques écologiques, associées à la contamination de l' emironnem ent par des 
polluants (article IV). Dans des conditions naturelles , les variations environnementales 
influencent la n leur sé lective des individus et la démographie de la population, en 
modifiant les pressions de ' 1 ction (Eranen, 2008) . Ainsi les populations ont une 
probabilité plus faib le de s'adapter à cause de l'hétérogénéi té temporelle et spatiale. 
éanmoins, cela dépendra de l ' intensité des pressions de sélection provoquées par la 
concentration du polluant. Par exemple, si les pressions de sélection qu ' il entraine sont 
bien au-delà de cell es des autres stre s environnementaux, alors les populations y 
r épondront par la sélection naturelle. Il est d ' ailleurs possible que plusieurs stress, 
comme nous 1' avons vu à travers l'étude de 1 'environnement d'alternance (uranium-sel), 
entraînent des pressions de sé l ction dont la tendance directionnelle est la même, 
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perm ettant ainsi à la population de s' adapter à plusieurs stress . Cependant , si dans un 
mêm e environnement des pressions de selection directionnelles s' opposent à celles 
entrai nees par la pollution , alors la population n 'aura pas la capacite de s'y adapter (Bell 
& Collins, 2008). Par ailleurs, il faudrait également mesurer l'héritabilité des traits 
d'histoire de vie chez des populations naturelles, dans des environnements similaires mais 
où l' on r etrouve une pollution ou non. Cela perm ettrait de quantifier les effets de la 
pollution sur le potentiel évolutif des populations naturelles, comme c'est déjà le cas pour 
d'autres stress environnementaux (voir Channan tier & Garant, 2005) . De plus, nous 
savons déjà que ces coûts adaptatifs existent dans la nature. Un changement évolutif 
rapide - dans les 50 à 100 dernières années -s'est produit pour des populations d 'une 
espèce de p oisson d 'atlantique , Mi crogadus tomcod , à cause de la presence de 
polychlorobiphényles (PCBs) dans leur habitat (Wirgin et al., 2011 ). Cette augmentation 
d~ la r ésistance serait aussi à r elier à une sensibilité accrue aux faibl es niveaux d'oxygène 
et aux changem ents de temperature de 1' eau. Il es t donc nécessaire de r éaliser des études 
de terrain sur des sites pollués pour les comparer à des études en laboratoire avec les 
mêmes polluants, afin de quantifier à quel point l 'hétérogénéité environnementale peut 
affecter la r éponse évolutive . 
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APPENDICES 
Appendix A - Comparison of N2 and Teot6nio populations 
Introduction and m ethod 
Population ofN2 was firstl y chosen for our experiments. However, this population is not 
a genetically diverse population and the presence of males is extremely low. 
Consequent! y, we changed for the base population ofTeot6nio . Since we had the data for 
the two populations we wanted lo shortly compare thcir !ife history traits in control and 
uranium environm ents: data for b·aits in the J 2 population come from articl e 1; data for 
fertility, survival and body bend frequency in the Teot6nio population come from article 
III, and growth fr om article!!. 
Results and discussion 
The fer tility of N2 in the control nvir onment vvas on average 34% m ore than for 
Teot6nio population (Table A 1). Besicles, fertility of Teot6nio population was reduced 
compared to most C. eleaans populations (Hodgkin & Barnes , 1991 ) . This could be 
cxplained by the likely outbreeding depression caused by the hybridization between the 
diverse wild isola tes (Dolgin et al. , 2007) , to cr eate the population used in our 
experiments (Teot6nio et al. , 20 12). Furthermore, sperm production by hermaphrodites 
seems Jess impor tant in the Teot6nio population since the male rate is high (Hodgkin & 
Barnes , 199 1) . Indeed, to obtain a measure of fertility , we simply allowed 
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hermaphrodites of Teot6nio population to reproduce by self-fertilization. HO\vever since 
there are a large number of mal e , hermaphrodites do not need to produce a large number 
of sperm in orcier to fecund ail their oocytes. Growth was slightly higher for N2 
population but the standards deviations for both pùpulations overlapped. Body bend 
frequency was higher in Teot6nio population . However, contrarily to the N2 popul ation, 
it was m easured on males , and males need to be faster to encounter a maximum of 
hermaphrodites and th us transmit the ir genes (Pann e Il, 2002 ; Barriere & Félix , 2005a). 
Tabl e A 1. Average tra it va lu es and standard deviat ions for N2 and T eot6nio popu lat io ns in the contro l at 
the fir st generation an d in the uranium environment during the 3 fir st generatio ns. Fertility is measured 
by the number of larvae produced by a herm aphrodite . Gro wth is measured as th e in crease in totall engt h 
(in J.lm) between 0 to 72 h . Body bend is a frequ ency of movement during 20s and survi va l is in percent. 
Envtronment Generatton 
Brood size Growth at 72 Body bend SillY1val 
N2 Teot6nio N2 Teotômo N2 Teotôn1o N2 Teotônio 
Control PO 248 4 ± 24 9. 185 1 ± 247 1020 0 :t- 84 1 953.0 :!.. l JI 0 15 2 ± 1 6 17 5 ± 1 7 90 5 ± 8 2 992 ± 05 
PO 1448 ± !5 9 75 2 ± 40 4 845 1 ± 84 3 721 0 ± 108 0 I l 4 ± 1 8 15 1 ± 1 9 81 9 ± 9 4 95 5 ± 1 5 
Uran1um FI 48 2 ± 12 2 39.2 ± 14 1 4693 ± 722 8 9 ± 1 6 12 3 ± 2 6 78 5 ± 5 0 93 7 ± 2 3 
F2 5.3±6 3 74 1 ± 30 3 644 3 ± 52 8 10 8 ± 1.3 15 9 ± 3 J 94.4 ± 2.2 
The average reduction of brood size was 42 % in uranium at PO generation for the N2 
population and 55% for Teot6nio population but survival was only affected in the N2 
population. Moreover, the traits were more affected in both populations at the Fl 
generation , but in Teot6nio population there were an improvem ent of average trait 
values at the F2 generation, which was not seen in N2 population. We have two 
hypotheses for these effects. First, the genetic diversity in the Teot6nio population could 
permit the population to have an evolutionary response to uranium . In N2 population, 
the improvem ent could only be achieved through acclimation (see articl e I; the lower li -
concentrations) . Second, the concentration of uranium suffered by N2 population was 
higher. Indeed, the nominal concentration was 1. 2 mM U whereas Teot6nio population 
suffered a concentration of 1.1 mM U. Besicles , the ICP-AES analyses gave respectively 
concentration of 1. 14 mM and 1. 04 mM for the three first generations of exposition to 
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uranium (see appenclix N for ICP-AES analyses) . Hm·vever, the fact tl1at for both 
populations, the traits r espondecl equivalently at the first generation of exposition led us 
to privilege the fir st hypothesis. 
Conclusion 
Even if the two populations clid not have the same genetic cliversity nor the same average 
trait values of demographie characteristics, they r esponded similarly in the fir st 
generation of exposure to a concentTation of uranium. Hm-vever, the multigenerational 
responses seem to be dependant of their genetic capaci ty to face the poilu tant and so their 
genetic cliversity. 
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Appendix B - Salt bioassay 
This appendix is a link between articl e 1 and the next ones. 
Introduction 
The fir st aim of article I was to choose a concentration of uranium permitting to obtain a 
strong intensity of se lection on a population , without causing extin ction, for our next 
experiments (see article II-IV) . Indeecl, as we worked with differ ent p ollutants (uranium 
and salt) we wanted to have a conce ntration for each pollutant that pr ovokes the sam e 
r eduction of an endpoint: surviva l. The sam e in tensity of selection w ould therefore be 
usee! on this trait even if the p hysiologie effects of uranium and salt ar e differ ent on 
C. elegans . Sin ce it was not straightforward to fi nd a U -concentration that pro vides a 
strong effect on survival of the first gener ations without extinction in the subsequent 
generation, we decided to r e tain fer tility as the inter est endpoint (brood size) for our 
ncxt investigati ons. After survival, fertili ty is the second life histor y trait directly r elated 
to an individual ' s fitn ess (Maynard Smith, 1989) . HoweYer, we present the effects of salt 
on survival, fertility and body length to compar e it to the results with uranium . 
Material and methods 
W e did the same experiment than with uranium except for the following changes. We 
worked with another population of C. elegans (Teot6nio et al . , 20 12). Concentration of 
salt in control environm ent w as 5 1 mM NaCl as in the classical preparation of NGM 
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(Stiernagle , 2006), and we also used 8 nominal NaCl-concentrations: 171, 256, 299, 
342, 385,427, 513, 769 mM NaCl. Moreover, we worked on only one generation. 
W e studied survi val at 48h (50 individuals 1 treatment, 5 replicates) . W e measured body 
length at 96h on 20 individuals and total brood size on 12 individuals in the fir st four 
replicates . W e could also measure brood size at 96h since adults were transferred at 96h 
inl:o a new well. So, even if we did not measure generation tim e, it is possible to have an 
index for it with the separation between brood size produced by adults before and after 
96h. lndeed, a redu ction of brood size before 96h means a slm·ver rate of embryo 
production. 
W e did the same analyses than with uranium: concentration-survival regression for the 
estimation of the LC 50 and linear mixed mode! followed by Dunnett ' s comparison with a 
control test for survival, and linear mixed models and Tukey's ali -pair comparison t ests 
for the other traits, except that we just had one fi xed effe cts in models, the treatment. 
Results and Discussion 
After · 2 days of exposure, the mean survival decr eased significantly with NaCl-
concentration (Figure Bl A, F8 36 = 1402.6 , P < 0.001 ). Mean survival in the control was 
100% . Mean survival varied from 93 .6 ± 2. 0% at 299 mM NaCl to 0% at 769 mM aCl 
(Dunnett , P < 0 .001 from 299 mM NaCl). The lethal concentration for 50.0% of 
individuals (LC 50) at 48 h was 463 mM (95 % CI = 457 - 468) . Effects of high salt 
concentration on C. eleaans are due directly to the salt concentration but also indirectly 
by the hypertonicity that increased the effects on survival (Lamitina et al., 2004). 
However, the effect appears at concentration extremely higher than with ~anium, a non-
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Figure B 1. (A) Per centage of C. elegans survi ving afte r 48 h of exposure to diffe re nt NaCI-conce nt ration s. 
Each co ncentrat ion was re presented by 4 rep lica tes (5 0 indi viduals in each rep li cate). Aste ri sks indicate 
significant differences be tween each U-concentration and the contro l (***: P < 0.001) and are present 
fo r ail conce ntratio ns at the right of the clash line. Thecontinuous line is the concentration -survi va l curve. 
(B) Brood size of 12 indi viduals of C. elegans exposed to diffe rent NaC I-concentratio ns. Each 
concen tration was represented by 12 ind ividua ls. The con tinuo us line is the co ncentrat ion -brood size 
curve . 
Mean body length was 1.12 mm at 96 h in the control (Figure B2A). It decreased 
signi ficantly with aCI-concentration (h 135 = 217 .98, P < 0.001) , for example at 256 
mM the mean body length was 0.9 2 mm and continued to decrease significantly at each 
concentration until 0.43 mm at 385 mM (Tukey test, P < 0.001). There was also an 
overall signifi cant decrease in brood sizc with NaCl-concentration (Figure B2B; h 83 = 
90.75, P < 0.00 1), significant from 299 mM (Tukey test, P < 0 .00 1). Mean brood size 
in the control was 180.8 larvae, 75.5 larvae at 299 mM NaCI and nearly inexistent from 
385 mM. Moreover, we have another in teresting effect on brood size bef ore 96h (Figure 
B2B; Fï. 3 = 252.3, P < 0.001 ) . At 256 mM, the r eduction of total brood size was not 
significant compared to control but was for the early brood size (Tukey test, P < 0.001). 
Consequent! y, individuals firstly suffered of slower rate of embryo production befor e a 
reduction of the total production of embryos . As with uranium we found significant 
effects on growth , fertility and generation time of C. elegans, although the concentrations 
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Figure B2. Changes in phenotypic traits of 12 indi vidua ls (m ean± SD) of C. eleaans exposed to different 
NaC I-concentrations (A) body length and (B) tota l brood size . Diffe rent letters on top o f the histogram s 
indicated sign ificant differences (P < 0.05) bet wee n two treatm ents. For brood size , we showed 
diffe rences fo r tota l brood size and brood size produced by individual s be fore 96h and added SD of total 
brood size on the hi stogram . 
The effect concentration for a reduction of 60% brood size (EC611) was 307 mM NaCI 
(95 % CI = 298 - 316; Figure BlB). W e retained 308 mM (18g/ l of aCI) for our 
investigations since it correspond to a strong intensity of selection. ln uranium we 
retained a concentration of 1. 1 mM si nee we added an average reduction of brood size of 
0.55 % at 1.1 mM U in Teotônio population (see article II) . However, we were not able 
to use a concentration-brood size curve because we did not have enough data for the 
reduction of brood size contrarily to the salt treatrnent. 
Conclusion 
Survival, growth and reproduction are affected by pollutants, uranium and salt but the 
effects appear at a much lower concentration for salt. Moreover, our bioassays on both 
pollutants permitted us to select a concentration that provokes a stJ·onger reduction of 
fitn es from the fir t generation through a reduction of 60% of fertility. 
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Appendix C- Additional Figures and Tables of article II 
T able C 1. Deviance info rmation critPri o n (D IC) fo r multivariate genera lized linear mi xcd-cffect s m o dels , 
fo r diffe rent traits within the sam e enviro nment and fo r the sa m e trait across diffe rent environm ents, 
w ith (Cov) or without (No Co v) genet ic covariance be tw een t raits allowed in pri o r. ln bold , mode ls fo r 
w hi ch L'l.D IC > 5, i .e. the m ode] including gene tic covar iance has a sm alle r D IC. 
Modcl Co v No Cov t.D IC 
Tra its in environment 
Contro l 25.3 4 1.0 15.6 
Uranium -240.7 -239.6 1. 1 
Sa lt -66.7 -54.4 12.3 
Cross-envi ronment 
Brood s ize -24 .0 -23.4 0.6 
Early growth -337.4 -336.6 0.8 
Late growth 3 11 .5 3 12. 1 0.6 
Surv iva l 488.5 488 .7 0.2 
Tabl e C 2. Environm en ta l corre lati ons w ith the ir 95%, int ervals of Bayes ian cred ibility, fo r traits m easured 
on C. elegans in the contro l, the uran ium , and the sa lt environm ent . Va lues in bo ld are significant 










Fert il ity 
Ear ly growth 
Late ro wth 








0.273 [-0. 153 , C. 590] 
0.356 [-0.?26. 0.669] 
Survival 











0,04 1 ---- --
0,03 ------
_________ l ________________________ _ 
0,02 
0,01 ------ 4 
0 A ( l <; A 
-0.0 , r-- ----------- ~ ---+ _'----- -- --l T--
Fertility -
Early growth 
Fertility - Late Early - Late 
growth growth 
• Control 
0 Uran ium 
0 Sa lt 
199 
Figure C l . Geneti c covariance estim ates (and their 95 'Vt, inteïVa ls of Bayesian credibility) betwee n traits 
measured on C. eleaans in the control, the uran ium, and the salt environ ment. 
0,22 










Uranium Sa lt 
• Phenotypic vari ance 
0 Env iro nmental variance 
0 Genetic variance 
Figure C2 . Variance est ima tes (and their 95%, in te r va ls of Bayesia n credib il ity) for late growth measured 
on C. eleaans in the control, the uranium , and the sa lt environment. Phenotypic variance (Vr) is 
decomposed in environmenta l ( V1.) and genetic variances (Vc;). Est ima tes were obta ined using multivariate 
models for different traits within the same envi ronm ent. 
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Figure C3. Phe notypic co rre lat io n structures between traits (fe rtili ty, earl y and late growth) m easure d 
on c. eleaans in the co ntro l, the uraniu1n, and the sa lt e n viro n ment. A ve ra ge values (mean ± sd ) are 
re presented fo r each of the 14 isoge ni c !ines . 
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Appendix D - Automatic procedure to measure body length 
Figure D 1. Given an individual body pi cture (A), the algo rithm first app lies a background subtraction and 
a thresho lding process in a rde r to differentiate the body fr om the background (B, C) . Then a ske ll e ti zation 
of the body is clone (D), and the re levant points on the ske ll eto n are kept (E) to form the bas is o f the 
interpo lant splin e w hose length g ive the precise measure of the body (F) aft er correction. This o ne is cl one 
regarding the characte ri sti cs o f the machin e in charge o f the acqui sitio n process which are : the obj ect ive 
size (O BJ) , the capto r horizont al width (C AP) in millim eter , t he number of pi xels hor izontall y on the 
capto r (P! X) and fin all y the t ransfert fun ctio n (TR f\ NS F) . Then, a coeffi c ient of correcti on is ca lculated: 
coeff = CA P 1 PI X 1 O BJ 1 TR AI SF. The di stance in pi xel is mu lt iplica ted by this coeffi c ient in a rder 
to obtain the real d istance m m illimeter. 
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Appendix E - Analyses of first generations 
Introduction 
Populations can r espond to changes in environm ental conditions with adaptive 
phenotypic plasticity (Priee et al . , 2003 ; Ghalambor et al . , 2007). This type of response 
is assumed to be r estricted to the first few generations after the population meets the 
novel environmental conditions. In this case, r esponses of populations can occur through 
biochemical or physiologïcal changes vvithin an individual ' s ]ife (Scheiner, 199 3 ; Morgan 
et al., 2007) or through cross-generation phenotypic plasticity (i.e. maternai effects; 
Mousseau & Fox, 1998 ; Rasanen & Kruuk, 2007). With these mechanisms of acclimation 
a population can r educe the risks of extinction during the first generations of exposition 
to the pollutant. The presence of adaptive plasticity in response to a pollutant may also 
reduce the effects of se lection pressures on the population and thus r estraint the 
evolutionary for ce on life history traits (West-Eberhard, 2003) . 
Method, r esults, and discussion 
W e considered that the changes occurring during the first four generati ons included both 
plastic and evoluti onary responses to se lection. We thus ran models where we evaluated 
the phenotypic changes occurring during the first four generations . Models were the same 
as for evolutionary responses except that we used generation as discrete fixed effect. 
In ali polluted environments, the traits were affected from the first generations and more 
strongly in salt than in uranium (Figure El and Tables El , E2, and E3). Moreover, in 
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uranium, all traits w er e more significantly affected in the second generation but these 
effects diminished at the third generation. 
Since the traits in uranium w er e strongly affect ed at the first generation and the effects 
was reduced from the third generation, w e assumed this acclimation more r elated to 
maternai effects (i .e . r esponse through cross-generation phenotypic plasticity r ather than 
within inclividual' s !ife ; Mousseau & Fox, 1998) . 
TableE 1 Effect of generati on and environ ment (cont rol, uranium, salt, and alternating uranium and salt) 
on hermaphrodite (i .e. growth, to tal fertility , early and late fertility) and on male (i. e . gro wth and body 
bend) traits measured between generat io n 1 and 4 of the multigenerat ional ex perim ent. 'vVe used 
m~ltivaria l e mix ed models with ali the t ra its in cluded as dependent variabl es, and cornpared different 
models using deviance informatio n criterio n (DIC). !\ Il the models included re plicates as a random e ffect 
to control for dependence o f data across generatio ns w ithin each repli ca te . The fir st DI C value 
co rresponds to a simple mode! including o n! y replica tes as a random effect . The nex t values co rrespond 
to the DIC o f the next mode! included a g iven fi xed effect and the associated change (L'l) inDIC between 
the tw o mode! includ ed o r nol included that fix ed effecl. Except for the mode ls shown at the last line for 
each sex , covari ance betwee n traits was a ll owed in the priors. In bold , models fo r whi ch L'lDI C > 5 , i.e . 
the mode! including interact ion In cl a sm all er D IC . Repli ca te e iTect in these models represents 4 .5%, and 
3. 2'% o f the total va riance for herm aphrodite trait s and fo r male traits, respecti ve! y. 
Effect included within the mode! DIC 6. DIC 
for hermaphrodite traits 
environment 
environment +generation 
environment x generation 
environment x generation (without covariance) 
for male tra its 
environment 
environment + generation 
environment x generation 




- 1158.856 -121.599 
22 1 .466 1380.3 22 
647 .481 
61 7 .631 -29.850 
587 .358 -30 .273 
469.88 0 -11 7.478 
471.420 1.540 
204 Appendices 



























































Figu re E 1. Phenotypic respo nse of hermaphrodite tota l fe rtility (A), growth (B) , earl y (C) and la te (D) 
fe rtility and male grow th (E) and body bencl (F) between generation 1 and 4. Cach sy mbol corresponds 
to the mean va lue of the trait and its sta ndard error o n 18 incli vicluals at one part icular gene ratio n. Control 
(empty triangl e), uranium (fi ll ecl black dots), sa lt (empty clots), and alterna t ing uranium and salt (filled 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Appendix F- Analyses for survival and sex ratio 
Method and results 
W e used univariate models to analyse the changes in mean survival , sex ratio (presented 
in Material and Methods) . vVe could not find any difference in survival between males 
and hermaphrodites at the fir st generation of exposition to pollutants (Figure F1B), and 
thus anal ysed data for sex ratio starting at generation 2. Data on survival, sex-ratio, and 
population size were not transformed. Survival (i. e . alive and dead at 48h) and sex ratio 
(i.e. hermaphrodites and males) followed a binomial distribution . W e thus modelled 
these traits using a binomial error structure without having to change the burn-in phase 
or the thinning interya] to ob tain acceptable levels of autocorrelation. 
From the first generation of exposition survival was affected in ali polluted treatrnents , 
slightly in uran ium treatment (>95% ; Figure FlA and Table F1, F2) and mor e se verel y 
in sa lt ( < 70%) . A r edu ction of the ratio of males existed in uranium and in alternating 
treatment in the first generations of exposition compared to control populations but this 
effect was reduced in few generations and was dependant of the r eplicates for 40% 
(Figure F1B and Table F1. F2). 
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Figure F 1. Changes in average sur viva l (A) and sex ratio (B) in the d ifferent treatm cnts, between 
generation 1 and 22 . Symbol s show the mean value and standard err or o ver 6 replicated populations in 
contro l (em pty triangl e), uranium (fi ll ed bl ack dots), sa lt (empty d ots) , and altern ating uranium and sa lt 
(fi ll ed grey dots) trea tm ents. 
Table FI . Effect of generat ion and environm ent (cont rol , uran ium , sa lt , and alternat ing uranium and salt) 
on surviva l (A) and sex ratio (B) between ge nerati on 1 (generation 2 for sex r ati o) and 22 of the 
multigenerat io nal ex per ime nt. W e used mu ltivariate m ixed mode ls with a li the traits included as 
de pendent va ri ab les, and compared diffe re nt models usi ng dev iance informatio n criterion (D IC) . Ali the 
models included repli cates as a random efTect to contro l for cl pendence o f data across generations within 
each rep lica te. The first DIC va lue corresponds to a simp le mode! incl uding only rep lica tes as a random 
effect. The nex t values correspo nd to the DIC o f the nex t mode! included a given fix ed effect and the 
associated change (t.) inDIC between the two mode! included o r not included that fix ed effect. ln bold, 
m ode ls fo r which t.D IC > 5, i.e . the mo dels including in te raction had a small er D IC, for which the 
rep licate e ffect was 6.4%, and 40.3%, for sur viva l and for sex rat io, respecti ve! y. 
A 
Effect included within the mode! 
environment 
environm ent + generatio n 
environm ent x generation 
B 
Effect included wit hi n the mode! 
environm ent 
en vi ronm cnt +generatio n 
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Table F2. Analyses of differences for survival and sex ratio Intercept corresponds to the 
rescaled b·aits at. the generation 1 (or generation 2 for sex ratio) and slope corresponds 
to the slope oflin ear r egressions across generations. Values correspond to the estimation 
given by the posterior mode of the distribution for each parameter (i.e. intercept and 
slope) in control (first line for each parameter) or for each parameter in each 
environments relative to the others. Values between brackets correspond to the limit of 
the 95% highest posterior density interval (HPDI). Values in bold are those for vvhich the 
95% HPDI did not overlap O. 
ComQarison Survival Sex ratio 
Intercep 
Control 4.621 4.176; 5.041 1 -0.260 -0.358 ; -0.159 1 
Control-Uranium -2.012 -2.488 ; -1.500 1 -0.281 -0.441 ; -0.131 1 
Contro l-Salt -4.148 -4.638 ; -3.681 1 ·0. 107 -0.255 : 0. 11 3 ] 
Control-Alternating -3.529 -4.077 ; -3.036 1 -0.298 -0.426 ; -0.127 1 
Uranium-Salt 2.134 1. 783 ; 2.546 1 ·0.205 -0.355 ; 0.027 l 
Uranium-Aiternating 1.51 4 1.132 ; 1.9 10 1 0.020 -0. 150 ; 0. 195 l 
Salt-A iternating -0.599 -0.978 ; -0.293 1 0.207 0.008; 0.408 1 
SI ope 
Control 0.026 -0.011 ; 0.063 l ·0 .00 1 -0.007; 0.006 l 
Control-Uranium 0.071 0.027 ; 0.115 1 O.ot8 0.007; 0.029 1 
Cont rol- ait -0.002 -0.044 : 0.038 l 0.002 -0.010 : 0.0 16 l 
Control-Alternat ing 0.085 0.043; 0.130 1 0.0 JO -0.00 1 : 0.02 1 J 
Uranium-Salt O.ü70 0.040; 0.105 1 0.019 0.003 ; 0.030 1 
Uranium-Alternating -0.016 -0.047: 0.020 l 0.008 -0.004 ; 0.019] 
Salt-Aiternating -0.091 -0.113; -0.063 1 -0.003 -0 .0 1 : 0.006 l 
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Appendix G - Analyses of traits variance between replicates 
Method 
W e used uninriate m odels to analyse the changes on the variance of life history traits 
with generation and environment. W e calculated the standard deviation of rescaled traits 
for each of the six r eplicates per environment and generation, thu there was any random 
effe ct included in these models. Priors and parameter s values were the same than in the 
models for evo lu tionary r esponses (Table Gl,G2 and Figure Gl - G8) . 
Tab le G 1 Co mpariso n o f models for va riance of traits (i .e. hermaphrodi te total, earl y and la te fe r t ili ty , 
and male growth and bo dy bend) m easured between generat ion 4 and 22 o f the multigenerati onal 
experim ent . W e used mul t iva riate mi xed models w ith or w itho ut interaction bet ween fi xed effects 
(environme nt and generatio n), and co m paree! mocle ls using d eviance inform ati on criterion (D lC) . Row 
where Dl C is w ri t ten correspond to a fi rst mode! and the subsequent va lue correspo nd to the associated 
change (.6. ) in DlC est ima tes that occurs when the effect is inclu cled w ithin the mode!. ln bold , m ode ls 
fo r which t. DlC > 5, i.e. models prov iding the best fi t. 
Trait DIC (without t. DIC (with interaction) interaction 
Total ferti lity -383.949 -9.537 
Early fertility -436.544 -14.062 
Late ferti lity -88 .297 -9.236 
Growth H -314.905 1.244 
Growth M -273.950 -4 .23 1 
Body bend -155.179 3.504 
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Tab le G2 Ana lyses o f differe nce fo r Yar iance traits for hermaphrodite tota l fertility (A), g row th (B), ear l y 
(C) and late (0) fertility and mal e growth (E) and body be nd (F) in the multi-generat ional experimel'lt 
between generati on 4 and 22. Intercept cor responds to the var iance of traits at the first generatio n (i. e . 
generation 4) and slope correspo nds to the slope of linear regressions across generations. Values 
correspond to the es timation given by the poste rior m ode o f the distributio n for each paramete r (i. e. 
intercept and slope) in contro l (first line fo r each param ete r) or for each parameter in po ll uted (uranium , 
salt and alternating) environment relat ive control. l-1 0\•Vever , wh en we se lected a made l without 
interaction between fix ed effects (i. e. enviro nment an d gene ration), there was only one slope for ali 
treatments . There was a Iso the 95 %, highest and lowest o f highest posterior density (H PD) in ter va l. Values 
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Eil rl ~ fen• li t~ m Postcnor mode Lo,,cr csu matc Upper csu rnatc 
Control 0.162 0. 123 0.197 
Uramum -0 022 -0 OKO 0 032 
Sai< -0.130 -0. 180 -0.077 
AltcmiltÎnt.~ -0.11 5 -0.1 67 -0.060 
Control -0 003 -0.00<. 0 000 
Ummum 0 00 1 -0 003 0 OOG 
Salt 0 00-1 0.000 0 OOR 
Altcmatmg 0.009 0.005 0.01 J 
Male growth m Postenor mode Lower cst1mate Upper estunate 
Control 0.23 1 0. 193 0.275 
Uramum 0 040 -0 005 0 OK7 
Sah 0.07-1 0.030 0.127 
Altcmaung 0.050 0.002 0.096 


































Latc fc rt tllt~ 111 Poste nor mode Lo,,cr csumatc Upper cstimatc 
Control 0.-142 0.369 0.53 1 
Urmmnn -0 041) -0 168 0 066 
Sa lt -0.11 9 -0.237 0.000 
Altcrnatm ~ -0.136 -0.255 -0.013 
Control -0.008 -0.015 -0.002 
Uramum 0 000 -0 0 10 0.009 
S:.lt 0.01 7 0.008 0.025 
Altcmating 0 006 -0 004 0 0 16 
Bod~ bend Lll Postcnor mode Lo,,cr CSILnHltc Upper csumatc 
Control 0.329 0.281 0.387 
Uranium 0.077 0.02 1 0.142 
Salt 0 035 -0 022 0 097 
AltcmatLn~ 0048 -00 11 0 108 
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Figure G 1. Standard d eviations of fertility in each of the 6 repli cate popu latio ns , between gene rat ion 
and 22, in contro l (A), uran ium (B), salt (C) and alte rnating uranium and salt (D) e nvi ronm cr.ts . 
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Figure G2 . Sta ndard de viat ions of he rmaphrodit e g rowth in each of the 6 rep li cate po pulations , be tw een 
generation 1 and 22, in co ntro l (A), uranium (B), salt (C) and alternating uranium and sa lt (D) 
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Figure G3. Standard de viat io ns of earl y fe r t ility in each o f the 6 repli cate popu lati ons, be tween ge ne rat ion 
1 and 22 , in control (A), uran ium (B), salt (C) and altc rnat ing ura nium and salt (D) environm ents. 
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Figu re G4. Standard deviations of la te fe rtili ty in each of the 6 rep licate popu lat ions, bet ween generation 
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Figure CS. Standard dev iat io ns of m ale growth in each o f the 6 repl ica te populations , be tween generati o n 
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Figure G6. Standard deviations of ma le body bcnd frequ ency in each of the 6 re plica te popul ations, 
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Figure G7. Average fo r herm aphrod ite fe r t il ity in each o f t he 6 replicate popu lat ions, bet ween generat ion 
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Figure G8 . Average fo r he rm aphrodite gro wth in each o f the 6 r ep licate p opulat io n , betw een gene ration 
1 and 22, in con tro l (A), uraniu m (B) , salt (C) and alt e r nat ing u rani um and sa lt (D) enviro nments. 
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Appendix H - Anal y se· of covar iance in bi var ia te models 
Tabl e Hl . Effect of cova riance between herm aphro dite traits (i.e . growth , total fertility, early and late 
fertility) fo r ali combinatio n o f two traits, m easured between generat io n 4 and 22 o f the mult igenerat ional 
ex per iment . W e used biva riate mi xed models w ith traits included as dependent variab les , and compared 
models with covar iance , all owed (Y) or not a ll owed ( 1) in the priors, using dev ian ce info rmat ion 
criter ion (D IC). The associated change (~) in DIC between the bivariate models corresponds to the 
difference between the DIC of the m odels , including or not the covariance . W e retained , as best fitted 
made l, the madel with the lowest DIC. Ali the models included re plicates as a random e ffect to co ntro l 
for dependence of data across generatio ns within each repli ca te, and enviro n ment (cont rol, uranium, sa lt , 
and alternat ing uranium and salt) and genera tion as fix ed effects. 
Traits included Cov DIC 6 DIC 
y 










Growth and late fer ti lity 
N 
621.846 
620.699 -1. 147 
y 





Total and late fertil ity 
N 
230.559 
46 1.1 29 230.570 
y 





Appendix J- Pictures of C. elegans in the multigenerational experim ent 
Figure J ! . Hermaphrodites at 96h of age in the multigenerational experim ent , at genPrat io n 3 , and in the 
con tro l (A), the sa lt (B), and the uranium (C ) enviro nm ents . The three picturcs are at the sam e scale . 
11-..;- } _~:,..,. -· ~ -, .. ,. 











Figure J2 . C. elesans popul atio ns afte r three days in a Petri dish (5 00 indi viduals were pl aced in the Pe tri 
dish the first day), in the mu lt igenerat ional experirnent , at ge nerat ion 3, and in the contro l (A), the salt 
(8), and the uraniu m (C) envi ronments. The th ree pictu res are at t he sa rne scale. 
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Appendix K Relationship between fertility and gro" ·th 
0 Control 0 Salt • Uranium • Altemating 
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Figme Kl . Measm·es of hermaplu·odites growth (indiYidual) as a fm1ction of fertilitv (earl v, la te or total) 
bet\\·een gem:ration 1 and 22 in control (blue), m·anium (rd) , salt (green) and alternating uranium and 
salt (black) em·irom11ents. Tt·aits were rescaled. 
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Appendix L - Additional Figure of article IV 
~:::. r:,• dt; A 70 8 





t> Control <> 
on 
~ • Uranium ~ 70 
~ OSait 
.., 
"- e Altemating 
"' ... 
"' 50 E 




~ 30 .., 
"-
so~------~------~------~ 10 ~------~------~------~ 
Control Uranium Salt Control Uranium Salt 
Novel environment Novel environment 
Figure L 1. Survival (A) and males (B) percentage during the reciprocal-transplant experiment conducted 
at generation 18 of the mu lti -generati on ex perim ent. Symbols represent th e mean and its associated 
standard error for 6 rep li ca tes with about 100 individuals randornl y sa m pied in each treatment . Control 
= small dashed line ; uran ium = bl ack line; sa lt = large dashed line ; alte rnating U/NaC I treatrnent = grey 
line. 
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Appendix M - Heritability and evolutionary r esponse 
This appendix is a link between the article II and III. 
Introduction and method 
Here , we wanted to confirm the constraints due to heritability changes (and genetic 
correlations) on the potential of evolutionary r esponses of traits, despite strong selection 
pressures (Wilson et al., 2006), and from the fir st generation of exposition to pollutants. 
W e used th estimations of heritability (article Il) and evolutionary r esponse (article III) 
of life history traits. Even if we did not use the estimations of ali traits in article II, we 
also measured growth un til 96h a~d the earl y and late fertility (befor e and after 96h). We 
therefore had an estimation of heritability and evolutionary response for survival, growth 
between 0 and 96h as w ell as car 1 y, la te and total fertili ty measured in the control, the 
uranium and the salt environments. 
Results and discussion 
Although traits were heritable in the control environment and even m ore so than in 
polluted envir onment, the evolutionary r esponses of the different traits were not 
sigru ficant (except for late fertili ty) . This is what w e expected sincc therc was no novel 
se lection pressure in this environment . Compared to the control, the decrease of 
heritability was higher in uranium than in the salt environment (article II) and it was the 
same for evolutionary r esponses (ex ce pt for growth but the 9 5% Bayesian posterior 
intervals of highest density of the comparison barely overlapped 0; article III) . We 
searched for a linear r elation between heri tability and evolutionar y r esponse 
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( corresponcling to the intensity of selection , R = h2 S) using the Pearson correlation 
coefficient which is sensitiYe to linear r egression . The correlation \ns of 0 .52 but was 
non-significant (Figure L1 ; df = 8, P = 0.121 ). Hm,·eyer, the correlation fo r surri,·al and 
fertility traits was higher and significant (r = 0 .71, c!f= 6, P = 0.048) . 
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Figw-e LI . Correlation between eYolutionary r esponse and heritabilitY for suniYal , gt'O\\-th between 0 
and 96h as \\'el! as e;u·ly, late and total fertility in the control , the m-aniwn and the salt emironments. 
Each symbol represents the mode posterior of the distribution for the estimates. The clash linc shows the 
linear regt·ession of estimated heritabili ty on the eYo lutionary response for tJ·aits in uranium and sa lt only . 
where selection pressures existed. 
EYen if we sa"· in article III that the intensity of selection was higher in the salt than in the 
uranimn emironment, we showed here that this difference is not so obùous since the 
correlation (corresponding to the strength of selection) existed. Therefore in uranium 
compared to salt, the reduction of evolutionary responses in mtùtigenerational 
experiment can be explained not only by a lm,·er strength of selection but also by the 
reduction ofheritability from the first generation of exposition. MoreoYer, we confirmed 
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in article III that the instability tendency of the G matrix in uranium was also present 
throughout generations. 
Conclusion 
\Ve confirmed here that the correlation exists between heritability and eYolut ionary 
response even when there are strong selection pressures caused by pollution . 
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Appendix N - ICP-AES analyses in the multigenerational experim ent 
At each generation of the multigener ational experim ent, we collected an agar sample 
( 100 f-l l) from cach medium (control, uranium, salt) just bef ore filling the Petri dishes. 
W e stored the samples at 4 °C prior to the measurement of uranium and chlorine 
concentrations. Samples were digested using a combination of 1 ml HN0 3 (65%) and 1 
ml H20 2 at 90°C, and m easurements vver e obtained using the ICP-AES (Optima 4300 
DV, Perkin-Elm er, USA ; detection limit 0.04 pM) . Thus we obtained the NaCl- and li -
concentration in the different envi ronments and at each of generation (Figure M 1). 
The measures were not highly robust cons idering we took only one sample pcr condition 
and generation. Nonetheless, we can say that the concentration in salt was always higher 
than expected (Figure MlC, average: 324.4 mM aCl, SD: 14. 2) , even in the control 
and uranium environments since we measured concentrations higher than 70 mM NaCl 
instead of 51 mM (Figure M 1 A and M 1 B). In contrast, U -concentration was 10\ver than 
expected (Figure M l D, average : 1. 0 1 mM U, SD: 0.06). These differences are probably 
the r esult of the way we contaminated the agar with uranium and salt. On the one hand, 
salt was added before autoclaving the medium . Consequently we probably had a slight 
evaporation of the liquid . Uranium, on the other band was added at the end of the 
preparation just bef ore filling the Petri dishes. However, this was not a problem gïven 
that w e used the same m ethod throughout ali our experiments and thus used the sam e 
concentrations in every case. 
Two mistakes were made w hich entailed a reduction at generation 4 of NaCl-
concentration in the ait environment and a reduction at generation 9 of U -concentration 
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in the uranium environm ent. However, we assumed that we did not include an important 
bias in our results . Indeed, we did not measure the traits at generation 9 and we did not 
see an improvem ent of average trait values at generation 4 in the salt environment (article 
III). 
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Figure M 1. 1 aC l- (A, B, and C) and LI -concentration (D) in the NGM obtained by IC P-AES (estimati on 
±confidence inter va l of 95%,) fo r contro l (A), uranium (8, D ), and salt environments (C) at each o f the 
22 generat ions (article Ill ). The nominal co ncentrati ons were 308 m 1\tl NaCI and 1. 1 mM U. 
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